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Fosf"oenol pl ruva to carboxl Jasa (PEP carboxi lasa, E.C. 

4. t.1.31) es una enzima á111pllaincnte distribuida en el reino 

vegetal a la que se as lgnan !"unciones metaból lcas nauy diversas 

os. 16. 23. so. 64, 66. 69. 105, 110. 115. 127. 129. 150, 160. 

173, 178. 189, 200. 203. 219). 

En las plantas con metabol lsmo C4 y con metabollsmo ácido 

crasuláceo, PEP carboxl lasa partlclpa la aslallac16n 

f"otosintética del C02 atm.osf"érlco ya que cata.liza la reacc16n de 

captura de dióxido de carbono atmosf"érlco (25. 73. 105, 153, 155, 

202). Por esta razón. la actlvldad de esta enzima en hojas de 

plantas Ce y CAH ha recibido una considerable atención y se han 

publicado numerosos ~s~udlos tanto de caracteristlcas 

moleculares, cinéticas y de la regulaclbn de su actividad a corto 

y a largo plazo (14. 15. 17. 38. 53. 63. 67. 100. 101, 105, 120, 

150, 153, 155, 186, 202, 206, 207, 218, 225L 

Sin embargo, pesar de la gran cantidad de trabajos 

publicados sobre ~sta enzlma, los datos sobre su comportamiento 

cinético parecen corresponder a una gran variedad de f"en6menos no 

siempre rttcllmente compaglnables. Esta es la razón que nos •ovló a 

realizar el presente trabajo. 

1. Reacción catallzada por la PEP carboxllasa. 

Esta enzima catallza una reacción de 13-carboxllación sobre 

f"osf"oenolplruvato en presencia de iones de Hg2 • 6 de Mn2 • que es 

dependiente de bicarbonato (29. ISO, 153. 174). Cabe hacer notar 

que es la única carboxl lasa conocida dependiente de HC03- que no 

requiere biotina como caí actor ( 150, 174). La reacc16n catallzada 

por esta enzima se resume en la Figura 1. 
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M92 ... 
HPO.._ 2 -

1 earb=~ lasa 1 
Blca.rbonat.o Fosf"at.o 

Fosf"oenolplruvat.o Oxatoacet.alo 

(.6Cº• - 7 Kcal/mol) 1 

Figura 1. Esquema de la reacción quimlca catallzada por la enzlma 

rosroenolplruvato carboxllasa CPEP carboxllasa). La reacción 

consiste la a-carboxl lac16n de la molécula de 

rosCoenolplruvato. El bicarbonato el donador del grupo 

carboxllo y la reacción se acopla a Ja hldról lsls del grupo 

a:-rosf'"ato del rosroenolplruvato lo que permlte que la reacción 

tenga una energla libre estándar muy negativa. 
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2. ParLlclpación de PEP carboxilasa en Ja r-uLa Ce. 

Como se ha mencionado anteriormente. PEP carboxllasa cumple 

papel muy lmportante en el metabolismo de asi111.ilacl6n de C02 

íotosintético en las plantas Ce y en las plantas CAH. Este 

apartado se centra en una descripcI6n del 11tetabolistao del grupo 

particular de plantas Ce a las cuales pertenece el malz. ya qUe Ja 

lntenclón de esta Introducción es documentar aquel los aspectos que 

sean pertinentes a la discusión y comprcns16n de los artlculos que 

se presentan en esta tesis. 

En general. las Jlam:tdas plantas Ce. caracterizan por 

poseer una ruta de flJaclón de C02 que Involucra. no sólo a más de 

un compartimento celular, sino además a dos tipos de células 

dlíerentes (44. 2161. La dlfer-enclaclón celular asociada a la ruta 

Ce si'?' manlflesta desde el punto de vista anatómico 

estructura de la hoja que h:t sido denominada como tipo Kranz CF1g 

2. ). En esta estructura. las células más externas. cuya pared 

celular es delgada y que son capaces de real Izar Intercambio de 

gases con Ja atmósfera. se denominan células de mc116Cilo. Los 

cloroplastos de las células de mes6íllo. no contlenen las enziaas 

del ciclo de Calvln y por lo tanto no son capaces de íljar el C02 

directamente. Las células que se encuentran en la parte central de 

la hoja, rodeando a los haces vasculares. llamadas célula• de la 

vai~ vascular, poseen 

suberlílcada. por lo que 

pared celular muy gruesa y 

hallan bastante aisladas del 

lntercamblo de gas~s- Estas células se comunican con las células 

de mes6íilo a través de unos canales que atravJesan Ja gruesa capa 

de suberina denominados PlasmodeSO)Oe. Los cJoroplastos de las 

células de vaJna vascular si contlenen todas las enzimas del ciclo 

de CaJvln y son por tanto Jos que se encargan de la asimllaclón 

del C02 en trlosas íosíato y de la slntesls de almidón. Sln 

embargo debe recordarse que por ser las células más Internas, la 

cantidad de luz que ) lega hasta el las es poca y por esta razón 

parte del poder reductor requerido por sus cloroplastos para la 

s1ntes1s de azúcares es Importado desde Jos cloroplastos del 

mes6C1lo en íorma de compuestos reducidos (44. 73. 109. 154. Z16). 
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Células tle 
me:rÓfiJo 

Haz Vascalar 

Células ele 
Vaina uascular 

Figura 2. Corte transversal de la hoja de una planta C.c mostrando 

la tfplca anatonlia KRANZ caracterlst!ca de este grupo de plantas 

superiores (54, 109) 
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A pesar del mayor costo energét leo que 1111.pl lea la exlst.encia 

de rutas metab611cas y compart.liaentos celulares adicionales. este 

couiplejo metabolismo tlen~ la vent:t11ja de poder aprovechar con 

mucha mayor eflclencia la luz solar para la f"ijacl6n de C02. ya 

que mant.enlendo al ciclo de Calvin aislado del Intercambio directo 

de gases con la at.m6sfera se previene la fotorresplrac16n. Debido 

a sus mayores rcquerlrnlentos de energta. las plantas c .. están 

adaptadas a cllmas con nlvclcs elevados de 1rradlac16n solar (54. 

154). 

E.n la f"lgura 3 se muestra un esquema de la ruta c .. tal y 

se ha propuesto que ocurre en las hojas verdes de taalz. Puede 

notarse que el primer paso de as\ml lac16n de C02 se encuentra 

precisamente en la rPaCci6n catallzada por la PEP carboxllasa. que 

se localiza en el citoplasma de las ce.lulas de mesófllo. El C02 

asl•llado en ácido oxaloacético. compuesto inestable que 

descarboxi la fácl lmente, es introducido por un intercamblador de 

dicarboxllatos al cloroplasto donde es reducido a inalato, con el 

consecuente consumo de NADPH. por la enzima malato deshldrogenasa 

de~ndlente de NADP. El malato sale por 111edlo del lnterca•blador 

de dlcarboxilatos y difunde llbre111ente hasta las células de vaina 

vascular, en donde es nuevam'"nte transportado al interior del 

cloroplasto. Una vez all1. el rn.<1lato es descarboxllado por la 

enzima malato deshidrogenasa descarboxilante dependiente de HADP 

(enzima mállca-UAOP). El C02 liberado lX>r esta reaccl6n 

recapturado por la rlbulosa bifosfato carboxllasa oxlgenasa 

(RUBlSCO} para alimenl<1r el clclo de Calvln y de esta manera. el 

C02 originalmente capturado por la PEP carboxllasa es llteralinente 

bombeado al cloroplasto de las células de va\na vascular en donde 

es definitivamente fijado en compuestos reducidos. El plruvato 

resultante de la descarbox.i lación del malato regresa al 

cloroplasto de mesóf l lo en un proceso que \nvolucra al menos 

transportador act\vo a nivel de la snembrana del cloroplasto de 

mesOfllo. El plruvato recuperado es utilizado para la slntesls de 

P~ gracias a la reacción catallzada por la enzima plruvato 

ort.ofosfato dlclnasa con el consumo de dos equivalentes de ATP. El 

PEP as1 slntetlzado es transportado al exterior del cloroplasto. 

en un intercambio con fosfatos. para servir de sustrato a la PEP 
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carboxl lasa completando el clclo de lnterniedlarlos de la ruta C4 

(ZS. 44, 54, 70, 73. 109, 154. 164, 167). 

La slntesls de azúcares en estas plantas. involucra varios 

aspectos interesantes, ya que la complejtdad de la organlzac16n 

celular obl lga a que la mayor part.e de la luz sea convert.tda a 

energla qu1m1ca por el aparato fotoslnt.étlco de los cloroplastos 

de snesóf l lo. Por esta raz6n, par te del i\c\do 3-fos!"ogl lcérlco 

slntetlzado por la RUB1SCO en las celulas de vaina vascular es 

transportado a rnesófllo en donde es reducido por las enzl•as del 

cloroplasto de estas últlrnas células (61, 161, 1621. Este proceso 

evldent.eraente está asoc lado a un sistema de transportadores de 

aayor complejidad que el de las plantas Cl que s6lo realizan clclo 

de Calvln {36. 37, 44, 47, 78. 79, 175). y ademas, requiere una 

serle de •ecanlsinos regulatorlos adlclonales que son necesarios 

para cent.rolar los flujos •etabóllcos durante la fotoslntesl& (47, 

73. 109). A p<!-Sar de lo anterior. estas plantas 

considerablemente mtls productivas que las plantas C3, gracias a 

que al no fotorresplrar, pueden asimilar con mayor eflclencla el 

C02 at.mosfér leo, siempre que haya sur le lente energla lUJnlnosa para 

este proceso {54, 154). Probablement.e estas sean las razones por 

las cuales estas plantas han sido objeto de una considerable 

at.enc16n durante la Ultima década. 

10 



Figura 3. Esquema del met.abollsmo fotosintétlco de las plant.as C.4 
del t.ipo EH-NADP (enzlma mállca dep!mdiente de tlAOP). A este grupo 
de plantas pertenece el maiz CZea mays). Existen variantes de este 
metabolismo que dlfleren en el tlpo de ácldos C4 que sirven para 
el transporte de C02 hacla el interior de las células de vaina 
vascular y en la enzima descarbox l lante: el resto del metabolismo 
es igual en todas las plantas C4 (70. 73. 109. 164). Abreviaturas: 
PCR. clclo de Calvin; CLP, cloroplastoo ClT, citoplasma; AC. 
anhldrasa carbónica; PEPC, fosfoenolpi ruvato carboxl lasa; PPasa; 
pirofosfatasa; ATPasa, ATP sintetasa cloroplástica; PPOK, plruvato 
ortofosfato dlcinasa: MDH, malato deshldrogenasa (NAOP); EM, 
enzima m~lica CNADP); Pl fosfato lnorgánlco; PPl plrofosfato; PEP. 
fosfoenolpiruvato; DA.A. oxaloacetato; ATP. AOP y AMP, nucle6tidos 
de adenlna; NADP• y HADPH, fosf"alo de dinuclc6t.ldo de adenlna y 
nicot. inamida. 
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3. Regu1acl6n de la actividad de 1as enzimas de l• ~t.a C&. 

De entre los diversos asP""?ctos de la ruta C• que aUn no han 

sldo t.otal111ente elucidados. de los que resultan _.s 

interesantes es la regulaclón de la act lv\dad de sus enz.laa.s 

durant.e los clclos dia-noche. Nos centrare111os en aquellas enz.laa.s 

que part.lclpan en la ruta C•. sln abordar aspectos de la 

regulacl6n del clclo de Calvln y de la sintesls de azucares y de 

alald6n. Taai.poco abordare111os aspectos de la regulación de la 

slntesls de novo de estas enzhaas. ya que esto no es de lnt.erés 

para nuestro propOslt.o presente, c;ue allende a los as?ect.os 

relacionados con la regulacl6n metabólica de la actlvldad de PEP 

carboxl lasa. 

3.1 Regulac16n de la enzima .a.1at.o deshldrogena~ (NADP). 

Esta es una enzlMa del estroma de cloroplast.o de las c~lulas 

de mes6f"l lo que Jn vJvo durante la noche present.a un estado 

lnact.lvo. con ciertos grup<Js sulfhldri lo oxidados, y durante e1 

dta estado activo. los grupos sulfhldr l los antes 

mencionados reducidos, (45, 99. 114. 142)_ 

El proceso de oxldaclón-redu~c\ón de grupos sulfhldrilo 

permite la regulación por luz de la actlvldad Jn vJvo de un número 

considerable de enzimas tanto cloroplA.st leas como clt.oplás•lcas 

que sufren un camblo estructural reversible, ligado al cambio de 

sus caract.eristlcas c1nétlcas, cuando ciertos puent.es disulfuro 

especificas de la protelna son reducidos a sulfhidrllos (Flg.4B. 

ref. 18). Se han alslado piotelnas solubles llamadas tlorredoxlnas 

tanto de especies C:i (18, 19, 222. ?.2.3). cmno de especies C• (18, 

19. 99), presentes en cloroplasto y en citoplasma, que contienen 

grupos sulfhldrl lo de potenc 1.al redox muy negativo, siendo. por 

t<1.nt.o. capaces de reducir Jn vJtro, con cierta especl!"lcldad. los 

puentes dlsulfuro responsables del control de la actividad de 

varias enzlmas que se conoce que están sujrtas Jn vJvo a este 

mecanlsrno regulat.orlo ll8, 19. 45, 113, 149, 222. 223). Las 

tlorredoxlnas pueden a su vez ser reducidas Jn vltro en presencla 

de luz, por preparaciones crudas de la enzima 

tlorredoxlna-reduct.asa dependtente de ferredoxlna obtenidas de 

organismos fotosintéticos (18. 223). Se han aislado adelllAs 
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slst.caas •eiabranales capaces de re<:luclr Jn vi tro en presencia de 

luz varias de las enzl-s reguladas por o:.c\dacl6n-reduccl0n de 

grupos sulfhldrllo CClg. 4A. ref". 1. 2. s. 107, 134). Estos 

slsteaas 1D<e"111branales 1 la•ados LEM' s (Hedladores del efecto de la 

luz) podrlan ser ta111blén operantes en la re¡:tulac16n In vlvo de 

dichas enzllllas. no habiéndose aclarado aU.n sl ambos mccanlsa.os 

operan Jn vlvo slmultánea...ente ya 

lnde~ndlente (5, 18). 

for1na conjunta 

La lnactlvacl6n de estas enzl...as durante la noche se debe a 

la oxldacl6n de los grupos sulflhldrl lo a puentes dlsulfuro 

lltedlada. en aparlencla. por oxigeno (142). 

13 



(Em) 

-· !--\ 
SH SH 

-- (-;-) 
1-\ 
s-s 

', ~~··:.,,.., ...... 
-~ (F?J- __ 

(THR' 
¡~\ 
S-S 

(n;;,) 
1-\ 

SH SH 

A 

B 

Figura 4. Esquema de los mecanismos propuest.os para Tegulac16n de 

la actlYldad de enzimas que actúan modlflcando el estado redox de 

puentes dlsulíuro especlflcos de algunas prot.elnas. A) Slst.ema 

membranal de mediadores del efecto de la luz lLEHs) del 

cloroplasto propuesto por Anderson (ll. Bl Sistema de 

Thloredoxlnas y Thloredoxlna reduct.asas propuest.o por Buchanan 

(18). 



3. 2 Reculac16n de la enz.1..a Plruvat.o ort.oCosrat.o dlclna.sa. 

Esta enzima rotosint.ética se regula ln Vl\.'O por un rnecanismo 

de fosf'orilaci6n-d.esfosCorilaci6n. Esta proteina puede encontrarse 

en una Cor•a Cosforllada lnactlva presente durante la noche Y en 

una for111a no f"osforllada activa que está. presente durante el dla 

(6. 7. 45). Se ha ldentlflcado una protei.na clnasa capaz de 

catallzar la Cosforllaci6n de esta enzi•a {20, 45. 72) que utiliza 

ADP como sustrato de la fosfori laci6n (6, 7) y requiere bajas 

concent.raciones de ATP co•o efector alost.érlco (6. 197). En este 

sentido esta cinasa es una enzi•a suJ generJs. La misma cinasa es 

taablén capaz de llevar a cabo la desfosforllaci6n de la plruvato 

ortof"osf"ato diclnasa (PPOK) fosforilada, siendo esta últ.iaa 

actividad dependiente de fosfato inorgánico (6. 7. 45, 143). Al 

parecer. la reacción de desf"osforllaclón por la 

t.ransCerencia del grupo fosf"ato desde una fosfotreonina de la 

proteina a un fosfato libre para formar plrofosfato (6). Esta 

reacción de desfosforllacl6n es lnhlblda por l\HP y ADP (14:3) de 

donde se deduce que. posiblemente. el factor más slgnlf'icat.ivo 

para la regulacl6n de esta singular protelna la carga 

energética. Esta conclusl6n se apoya tainblén en la evidencia de 

que en obscuridad y en anaeroblosls hay una reactlvacl6n de la 

PPDK. que se ha propuesto que se debe a una sensible d1sminuci6n 

en los niveles de AMP y ADP por falta de energia en la célula para 

mantener fosforilados a los nucle6sldos de adcnlna (142). 

3.3 Resulac16n de la enzi.a Kállca-NADP. 

Esta es una enziaa del estroma de cloroplast.o de valna 

vascular responsable de la descarb0x1lacl6n de la inayor parte del 

•alato que proviene del mes6fllo. al menos en maiz (70, 73. 152. 

154. 165). Si bien esta enzima no ha sido objeto de muchos 

estudios, hasta la fecha no hay reportes en la 11 lera tura que 

indiquen que ta enziJr1a málica de plantas Co& sufra cambios en sus 

propiedades moleculares como consecuencia de las cambios en el 

estado de llum.lnac16n a que se somete la planta. La regulación de 

su actividad debe más bien realizarse 111edlante los cambios en la 

concentracl6n de sustrato. cofactor. pH, y/o efectores que ocurran 

en el estroma del cloroplasto al pasar de luz a obscuridad o 
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v1ceversa. 

Se ha demostrado que los cloroplastos a1slados de células de 

valna vascular de ma\z descarbox\lan l4-'•c)eaalato con lentitud. 

tanto en luz como en obscuridad, pero sl se su1"1nl~t.ra un s\lstrato 

ex6geno 3-PG..... la veloc1dad de de •alato 

lncreft\enta notablemente en ambas condlc1ones { \77). Este hecho 

lndlca que la 1lum\nac16n no es el factor responsable de la 

regulac16n de la act.lvldad de esta enz:lrna en fortaa d1recta. sino 

que esta act.lvldad se coordina con las actlvldades que consu.en 

N.-.OPH. poslble-.ente a t.raves de la dlsponlbll1dad de la coenzi-..a 

oxidada l70, 73. 150. 165, 167, 177). Esto no es sorprendente. en 
virtud de que el cloroplasto de vaina vascular es def1c\ente en 

fot.oslsterna 11 y, por tanto, una parte importante del poder 

reductor empleado en este organelo durante fotoslntesls proviene 

de la descarbox1lacl6n oxldat\va de malato l70. 73, 150, 167). 

Por ot.ra parte, dado que el pH afecta notablemente las 

propledades clnéttcas de est.a enz:1ma y teniendo en cuent.a los 

cambios de pH que ocurren en el estroma de cloroplasto l9. 62, 

195), se ha propuesto que el pH podrla ser uno de los factores 

importantes en la modulac16n de la actlvldad de la enzhaa .,-n el 

ciclo d\a-noche (70, 97, 170). Sln embargo, esta aodulac16n no 

permlt.lr1a que 

bajos durante 

la act lv1dad se redujese a nlveles suf1c1ent.e.ente 

el periodo de obscurldad, que la 

dlspon1b111dad de sustrato y/o cofactores se vl'esen sens1bleTDente 

dlsm1nuldas. Esto Oltlmo es poslblemente lo que ocurre, ya que los 

n1veles de malato total se hallan d1smlnuldos en la hoja durante 

el ~rlodo de obscurtdad lllZ, 171), y ademas, la dlsponlbllldad 

de Hg
2

• dlsrnlnuye durant.e la noche en el ~st.roma del cloroplasto 

(9. 62, 165. 195). Ambos. facto:-es deben contrlbulr a mantener la 

actlvldad de esta enzima a nlveles lo suflclenternente bajos 

evlt.ando que ocurra una descarbox1 lac\6n apreciable de -.alat.o 

durante la noche. 

Además, ot.ros autores han propuesto, que los niveles de 

fruct.osa-1, 6-b1fosfat.o, que es un lnhlb1dor alostérlco de est.a 

enzima. asl como los niveles de succlnato que puede sd'r 

actlvador lnhlbldor de esta enzlma, depend1endo de la 

concent.rac16n de sustrato,podr1an tener un efecto regulator1o de 



su act1v1dad Jn vivo ( t 1. 12. SS. 97). Sin er:nbargo. dado que se ha 

reportado que las concC"nlrO\c.lones de fructosa-1,6-blíosfato • asl 

co•o las de otros azúcares fosfato. se incrementan durante los 

periodos de luz (9. 112. 195}. es poco probable que el nlvel de 

estos 111etabolltos sea un factor r"'"p,,ulatorlo In vivo. En el caso 

del succlnato se desconoce su posible papel in vivo. ya que no se 

sabe si Ja concentración de este metabollto cambia corzta resultado 

de Jos cambios el estado de iluminación del cloroplasto. 

3.4 Regulación de la PEP carboxllasa. 

A pesar de que tanto la enzima que la precede como la enzima 

que le slgue en Ja ruta e-.. PPDK y HOH-NADP respectlvamente, se 

hallan Inactivas durante Ja noch~ (45}. Jo que a prl•era vista 

harla !necesaria la regulación por luz de la actlvtdad de PEP 

carboxl lasa debe recordarse que esta enzima se encuentra 

localizada en el citoplasma y que el PEP es producido durante la 

noche vla glucóllsls (35. 170) en este compartimento (39, Fig. 

51. Por esta razón. la reacción catallzada por PEP carboxilasa 

debe encontrarse bajo un estricto control dla-noche en las células 

de mesófllo de las plantas C•. ya que la fijación de COZ se halla 

detenida durante la noche {49. 78. 112. 177, 205). Dado que esta 

enzima puede constituir hasta el 15~ de la proteina total soluble 

de la hoja en plantas C• (74. 77. 204). es de esperarse que si 

esta actividad no fuese regulada la cant1dad de oxaloac~tato 

producido conl levaria. por lado. acuniulación de 

intermedlarlos del ciclo de Krebs y por otro al consumo de un 

sustrato rico en en~rgia. lo que no ser la de ninguna 

beneíicloso para la piar.ta ( 170). 

En un trabajo anterior {171. 172). reportarnos que la PEP 

carboxllasa de hoja de maiz presentaba caracleristlcas cinéticas 

diferentes en cuanto a su afinidad por PEP ( 172) y poslble•ente 

por glucosa-6-P y malato ( 171) cuando se extra la de hojas de 

plantas mantenidas previamente bajo iluminación con respecto a la 

enzima extratda de hojas de plantas mantenidas por un periodo 

corto en obscuridad. Estas diferencias contribuyen a explicar la 

regulación de la actividad de esta enzima por la luz. al menos 

f"orma parcial. ya que la afinidad por el sustrato PEP (total) 
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aayor cuando la enzlm3 se obt lene de plant.as 1 lumlnadas. Las 

dlf'"erenc1as 

consecuenc 1 a de 

prote1na (146} 

ldentlf'lcada en 

ha ldentlflcado 

las caracterlst1cas clnét leas parecen 

la fosf'orl laclón de un 

por el nasa de 

los extractos crudos d~ 

tamblen una fosíatasa 

residuo de serlna de la 

proteinas que ha sido 

la hoja de JDaiz (95). Se 

d.- prote1nas de tlpo 2A 

capaz de desfosforllar a PEP carboxllasa fosrorllada y que está. 

presente en los extractos crudos de hoja de malz (22). Por otra 

parte, algunos autores han propuesto QUP cambios en el estado de 

agregación de la proteina pueden la base de un •ecanlsao 

regula torio de esta act t·.rtdad tanto en plantas Ce (210, 128). co.a 

en plantas CAH (147, 211. 220, 225, 226, 227). En la enzima reclén 

extraida se ha observado un comportamiento hlsterétlco (116, 144), 

~lsmo que ha sldo reproducido en preparaciones con mayor grado de 

pureza bajo ciertas condiciones de pH. fuerza 16nlca y temperatura 

(91, 92, 103, 104. l.El hecho de que la snagnltud de la hlsté.resls 

sea mayor en la enzima cruda extralda de plantas mantenidas en 

obscuridad que extractos de plantas llumlnadas ha sldo 

interpretado como un apoyo a la partlclpacl6n del equlllbrlo 

dimero-tetrámero en el mecanismo regulatorlo de esta enzlma (227). 

Sl blen los datos anteriores facllltan el proponer 

mecanismo regulat.orlo para PEP carboxllasa. existen varlos 

aspectos por aclarar, ya que no se sabe si las propiedades de la 

enzima con respecto a la unlón de Hgz• y HCO:J- cambian como 

resultado de la llumlnacl6n y ignora varlan las 

concentraciones de PEP. Hg2 "". malato (el prlnclpal inhlbldor) y 

Gucosa-6-P (propuesto como el actlvador que funciona Jn vivo) en 

el mlcroamblente de la enzima. Por otro lado, se desconocen los 

{"actores que estimulan o inhiben a la clnasa de protelnas que 

especlClcamente fosforlla Jn vlvo a la PEP carboxllasa. 
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A. Rutas Que Consumen Fosfoenolplruvato. 

Sln/,-.sl.s dt!' 
Ruta C4 '- -- -+ '- / Ft"ni/propanoidt!'.s 

B. Rutas Que Producen Fosfoenolplruvato. 

Glucóli.sls 

¡ 
¡ 
¡ 

2-to•fot;llcer•to 

PEP 

~ 
Plruvato + PI + ATP ---- PEP + PPI + AMP 

P/ruv•lo 
ortolo.5fato die/nasa 

Figura S. Esquema de las rut.as melabQllcas que producen {A) y 

consumen (8) fosfoenolp1ruvato (PEPl en las células vegetales. 

Nótese que la poza de PEP más importante es la del citoplasma. 

Este esquema se basa en los datos recopilados por Davles (35) y 

por Denn1s y H1ernyk (39). 
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4. Carac~er\s~lcas moleculares de PEP carboxllas.a.. 

Pt::P carboxllas;:i h;i sldo aislada de diversas f"uent.es y se ha 

observado en todos los ca~os una estructura tetramér1ca f"or-.ada de 

cuatro subunldades lrlént\cas peso naolecular de 

aproximadamente 400 000 da.llons (150. 121. 123. 124. 133. 190. 

204). El análisis d~ amlnoác\dos revela un contenido de a\ menos 8 

clsteinas por subun\ddd (1~41 de las cuales 4 se hallan formando 

puentes d\sulfuro en la enzlm~ activa nativa y las restantes 4 se 

hallan como -SH l lbres (84. 192. \<;i4 J. Este anál 1s1s ha· sldo 

recientemente confirmado a través de la secuencia de aminoácidos 

de la protelna deduclda de la secuencia de bases del gen de esta 

enzima clonado a partir del genoma de mai2 (SS. 230), en el cual 

encuentran un contenido de 9 clste\nas. Genes clonados a part.lr de 

otras fuentes (32-34. 102) revelan mayor contenldo de c1.st.e1nas 

(Tablas 1 y 2}. La secuencias de las protelnas con actl.vidad de 

PEP carboxllasa oblenldas hasta la fecha revelan un considerable 

grado de homologla. como se puede notar comparando la poslcl6n de 

los residuos de clste\na la cadena (Tabla 2). Se ha 

ident.lficado. además. una reglón altamente conservada en PEP 

carboxllasa de varlas fuentes lb.C:J'JPhe- Hls- Gly- Arg- Gly- Gly­

~r- lle- Gly- A.rg- Gly- Gly- Ala- 616Pro) que. ~slblement.e. 

está lmpllcada en el unión del sustrato PEP {4). 

Se han idenllflcajo varlos grupos esenciales para la 

actividad de la PEP carboxilasa: clstelnas {60. 83. 84. 119, 188. 

192. 213). grupos -SH vecinales {83}. hlstldinas (82. 210). 

arglnlnas {87, 131. 176, 229} y llslnas (3. 159, ZOS). Sin 

embargo. los perfiles de Log{KnVVmax) vs pH reportados hasta la 

fecha han ldenllflcado sólamente a un grupo (probablemente 

hlstldlna) que partlclpa en la unión de Hg2 • y PEP. pero no en la 

cat.ál is is {60. 124. 150. 151) y. excepto Stlborovoi y Levlové. que 

reportaron la presencia de un grupo con pKa de 7.5 (193) 0 la 

mayoria de los autores detectan grupos ionizables que 

participen en cal3.llsls cuyo pK se encuentre en el rango 6-9.5 

(60. 124 0 150. 151 ) . ..,.edding et al. han reportado la presencia de 

dos grupos con pKa' s aproxlmados de 6 y S que part.lclpan en la 

unl6n del act.ivador glucosa- 6-íosfat.o {213). un grupo con ple.a 

cercano a 6.5 que partlclpa en la unión del lnhlbldor malato (214) 
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y un grupo con pK cercano a 10 que part.lclpa en li:. unl6n del 

acl1vador AHP (\76). Dado que nl glucosa- o-fosfat.o. nl A.HP nl. 

malato son esencl.ales para que se lleve a cabo la catéllsls. 

puede predecir sl el bloqueo de estos últ.l111os grupos puede 

resultar en una lnactlvacl6n de la protelna. 

Una revlsl6n ni.as extensa de estos ciat.os fue r"!allzada 

reclent.e .. ent.e por Andreo et a J. l4). Parte se sus conclusiones 

acerca de la t.opologla del slt.lo act.lvo de esta protelna se 

resumen en la flgura S de esta tesls l pag 40 ). 
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T4abla 1.. Anci.l lsls de amlnoAcldos reportado para la enzl•a PEP 

carboxllasa de hoja d~ aaiz. Para la enzllllB de otras f'uentes se 

muestra sblamcntc el contenldo de clsteinas. 

Amlnoácldo Halz . Halz b Sorgo e 
Asp S7 
Asn 26 
Asx so. 4 {S:J) 
Thr 40.7 Sl 
Ser 46.2 SS 
C::lu 79 
C::ln 41 
C::lx 78.S (120) 
Pro ZS.6 SS 
C::ly 71.6 66 
Ala 81. s 70 
Cys 8.3 9 11 10 11 
Val 50.6 6S 
Het 13.7 21 
lle 33.2 48 
Leu 57. 6 108 
Tyr 21.9 27 
Phe 19.7 38 
Hls 11. 7 20 
Lys 45.3 S2 
Arg 49. 7 69 
Trp 13 
AA's totales 737 970 952 
Peso 
Holecular 9S kD 109.5 kD 

Los números entre paréntesis lndlcan la ref'erencla. 
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Tabla 2. Posición de las e1steinas en la secucnc\a de aminoácidos 

de PEP earbOxllasa de dlf"erentes organismos. La ~ecuencia Cue 

deducida del anállsls de la secuencia de b3ses del gen 

correspondiente. La secuencia cercana a la pos\clón 410 se muestra 

para f"lncs comparativos. ya que en este fr.i.gmcnt.o de sólo S 

aminoácidos se encuentran 3 restos de elsteit1·•o;: p.-ira 1.1!: enzimas 

de plantas y 2 para las de bacterias. 

Posición de los residuos de cistelna en la srcuencla 

Halz• 
51 

183 

322 
406 
411 
413 

Fuente: 

Hal:z•\:. 
Sorgo : 

Sorgo C.&tt CAH f"otoslntétlcac: CAH niantenlrnlentod 
SS 10 53 

173 192 185 
273 
295 
322 
407 
412 
414 
490 
524 
674 

304 
331 
414 
419 
421 

548 
682 
898 

297 
324 
408 
413 
415 
517 
542 
676 

Secuencia alrededor de las posiciones 40G-~19 
Secuencia 

~ ~:;~:~~~~~~~~=: 
~: ~~!:i1 ~ns' 

::~~:=i~~=~~==~=~=t:~=~~::g~~=~~:: 
:~:~~:=i~~=6~~=~~=t=~=~~:=~ ~:=~~:: 
!~~~~:=~~~:g~~=~~=~~~=~~~=~!~:ii:~cys. 

•Gen de la forma f"otoslntét.ica de la enzima de malz (88). una de 
las cistelnas !"alta en la secuencia reportada. La causa de esta 

tt~~s~:"1~0r~;m:e~~~~~~n~~t~:a ª~!l~~l;~zlma de sorgo (32). 

:g:~ :: !:n~~~~:i!~~~s!~t~;l~~z~:al~ee~~!m~~e{;~. {34). 

;~~ ~= ~: =~~!:: ~= ~~~~;~!~Z 1 ~1~~~!~ª~~8>. 
Los números entre paréntesis indican la referencia. Los números 
pequenos arriba y a la izquierda de las secuencias lnd1can la 
pos1c16n de la clste\na correspondiente en la secuencia total de 
la protelna. 
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Se ha de.ost.rado que est.a enzlaa pu~e ••ncontra.rse en varlos 

est.ados de agregac\6n. ya que es capaz de apar~cer como 1r1onbmeros. 

d1~ros o coa.o t.et.rá•eros (91. 92, 96, 103. 10.:. 121. 144., 210, 

217). Hast.a la fecha, las evldenclas cx¡_-f \:JPent.ales 

concluyent.es apoyan la h\pót.esls de que sólo los tct.1 á:Pcros son 

act.lvos (98), aunque algunos autores suponrn que los d11r1eros 

present.an actlvldad basflndose en resultados o:-xpo·r\1S1••nlales pctCo 

concluyentes (91. 217). La dlsoclaclón es fa-.·orcc'l.da por f"uerzas 

16n1cas elevadas (121. 158, 185, 209). por pH alcallno (136. 185, 

210). bajas t.e•perat.uras ( 104, 185, 210). ~-.. lnh\bldor "SAalat.o 

(2171 y evltada por la presencia de <q:,entes tales 

pollet.\léngllcol, gl\cerol {121, \SS. 185) y >X>r la presencia del 

sust.rat.o PEP l217l. 

Una de las d\f"lcultades en la pur\flcaclon de esta enz\ai.a ha 

sldo no s61o su \nestab\lldad frente a pH a.lcallno o a fuerzas 

16nlca elevadas, slno taai.blén su sens\bl lldad a prot.ebllsls (22, 

128. 147. 185) y en el 

senslbl l ldad a fosfatasas. 

de la forma fosfo1-\lada, la 

Chou y Shl (24 l t.ratando la enzlma trlpslna. han 

demostrado que es posible obtener degrada.e 16n parclal de la 

lllOlécula sln ~rdlda de act\.vldad. La enzlma result.ant.e, 

caract.er\za por una sens\bil\dad \ncrementada a glucosa-6-P y 

senslbllldad d\smlnulda a malat.o. Dado que gl lc1na. glicerol y 

glucosa-6-P prot.egen a la proteina de la pérd\da de act.lv\dad 

frente a t.r\ps\.na. estos autores han propuesto que los efectores 

inducen diferent.es conformaclones de la ~olécula. 

Varlos autores {3, 96, 208), han demostrado med\ant.e 

ex~rlment.os de transferencla de energla entre reactlvos 

fluorescentes un\dos l lslnas, prop\edades h\drodinflaiilcas y 

est.udlos reactivos entrecruzantes que la molecula f"orma 

probablemente un tetrahedro en el cual los sltlos act.lvos se 

encuentran cerca de la lnt.erfase de la molécula (F1g 6). En este 

t.lpo de geomet.rla se crean necesariament.e dos t lpos de interfases 

con geomet.r1a propia. La ex\st.encla de dimeros estables en el 

proceso de dlsoc\ac16n de la prot.eina {209, 210) apoya t.amblén la 

1.dea de que PEP carboxllasa es en real\dad un dhnero de dlmeros, 

de modo que s1 los s1t.1os act.lvos se hallan de algUn modo 
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lnf'luenc\ados por las uniones subun\d"'-d-subunldad. tendre1aos al 

dos tipos de sltlos de un\6n de sustratos 

caracterlstlcas propias. Con los datos ex\stenles hasta \a <echa. 

no es poslble dectd\r sl a•bos tlpos de sltlos son activos o no. 

sin embargo. Iglesias y Andrt!'o lSZ) han de•ostrado que de los 

cuatro res\duos de hlst.\c1\na por tt?lrit.mero que se •odif"lcan por 

dl.ettlplroca.rbonat.o, sólo dos son esenciales para la actlvl.dad. 

Est-a ev1dencla, sl bien lnsuf"lc\ente. podria lnd\car qua s6lo dos 

de los euatro sltlos presentes por tetrAmero son aetlvos. 
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Figura 6. Geomet.rla propuesta para la molécula t.etramérlca de PEP 

carboxllasa de acuerdo con los datos reportados hasta la fecha por 

diversos autores (3, 96, 185, 208, 209, 210). Los dlst.lntos tlpos 

de zonas de contacto entre subunldades han s\do representados 

mediante las letras X, Y, z. los contactos z-z han s\do 

representados con llneas más gruesas para hacer notar que sl. los 

contactos X-X y Y-Y se rompen se obt lenen dos dlmeros. Debe 

notarse que el hecho de que la topolog1a de cada subunidad 

asimétrica restringe notablemente los tlpos de contactos entre las 

subunldades para las conflguraclones tetrahédrlcas posl.bles. 
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S. Caract.erist.lcas clnót.lcas de Pt:P carboxllasa. 

De acuerdo con Ting y Osaond (203} las isoformas de PEP 

carboxllasa pueden claslflcarse en tres Rrupos d<'!!' acuerdo con la 

actlvldad especlf"ica de los extractos crudos y segUn su Km(PEP): 

a) enzimas C3 e lsof"ormas anapl~r6t leas con un bajo Km y una baja 

act.lvldad especifica. b) enzifl\as CAH con un bajo Km y una alta 

actividad especlflca y ~) enzimas C• con un ~m elevado y una alta 

act.lvldad eSt'"f?Ciflca. Estas diferencias. es tan cl:t.ramente 

relacionadas con el p:lpel flsiológlco que- las enzlrnas juegan en 

los diferentes metabol lsmos de estas plantas (129, 150, 203). 

En la Tabla 3. varios parámetros cinéticos 

reportados para esta enzima y la fuente de la que ha sido 

obtenidos, Se omite en esta tabla los valores reportados de la 

Vmax. ya que debido a las diferencias en el grado de pure-za y a 

que no hay unlformld~d en las unidades usadas. no es posible 

comparar unos datos con otros. La act lvidad especif°lca de la 

enzlaa purificada varia según la fuente. oscila entre 10 y :JO 

µaol•m1n- 1 •ing de proteina- 1 para las preparaclones más puras tant.o 

de las lsoenzimas rotostntetlcas de plantas e, y CAH. como de las 

lsoformas anaplerot lcas y la enzima de plantas C3 (59, SS. 98, 

140, 150). Debe notarse que la enzima obtenida de tejidos no 

fotoslntét.lcos 6 de tejidos de plantas C:t tlene una K.m(PEP) 

considerablemente más b;ija que el de las C• 

(aproxlmadamente O. 1 mH de la C:t frente a l mM de las C• a pH 7. o. 
ver Tabla 3). Esta diferencia f!'SL:S muy posiblemente relaclonada 

con el hecho de que en estos tejidos la PEP carboxllasa juega un 

papel anaplerótlco ( 129) y no fotoslntCt l<:o como es el caso en 

tejidos verdes de plantas Ce (203). En el caso de las plantas CAH. 

la K•CPEP) es más parecida al de las plantas C3 (Tabla 1). 

Se han reportado diversos efectores para esta protelna, coao 

son glucosa-6-fosfato {24, 26, 41. 76. 77. 123. 140. 171, 204, 

212, 213, 2241. fructosa-1.6-blrosfato {28, 123), fosf"ato de 

carbaariilo (61). fosfoace t.a to (61 ). met.11-

2-dlhldroxlfosflnoilmetll- 2-propenoato !C-CH2PEP. ref". 93), 

gllclna (24, 123), 3-fosfogllcerato {123. 182. 224), malat.o (24, 

41, 75-77, i71. 212, 220. 224) y aspartato (77, 224). Dest.acan por 

su posible relevancia flslológica glucosa-6-P y gllclna que son 
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buenos actlvadores y rruct.osa-1, 6-blf"osf"ato y f"osf"ato de carba•llo 

que son acttvadores m~s F"'Obres. asl como los 1nhlbldores malato y 

aspartato. 

Las caracterlst teas d ... l ef"ecte> de malato. glucosa-6-P y de 

otros ef"ectores de PEP carboxl lasa se resumen en la tabla 4. 

Malato ha sldo reportado como un 1nhibldor competlllvo a pH 7.0. 

sln embargo a pH 8.0 s~ comporta como un lnhlbldor no co•petltlvo 

y a valores lntermcdlos de pH la lnhlbición presenta un patrón de 

tlpo rnlxto (59). Glucosa-6-P ha sido rrportado como un act.1vador 

t.1po K ya que afecta la Km(PEP), aunque su efecto sobre la 

velocidad maxlma no está claro, ya que hay reportes de que &U!Jlenta 

(204) y reportes de que no se afecta {140, 224), La Ki.CHC03-) 

aparentemente no es afectada por este actlvador (224), en tanto 

que la un16n del metal cof"actor sl se modifica en su presencia 

(212). El papel del cofactor metá.llco divalente en la un16n de los 

act.lvadores es aUn obscuro, mientras que Stiborová. y Leblová (193) 

reportan que Hg
2

• no afecta el nivel de activación observado con 

glucosa- 6-f"osf"ato o glicina, \.Jeddlng et a.J. (212, 219) proponen 

que el complejo Hg-glucosa- 6-f"osf"ato es la especle aclivadora. El 

grado de actlvaci6n por glucosa-6-P o por gllclna, al igual que el 

grado de inhibición por malato, son menores a pH B.O que a pH 7.0 

(59, 77. 80, 86, 191, 193. 199, 213}. En tant.o que la inh1b1c16n 

por malato parece ser p:eneral (126. 201, 203, 211. 214). la 

act1vaci6n por glucosa-6-P, por gl le 1n" y por el actlvador no 

f"lslol6glco C-... CH2PEP ~6lo se presenta de forma clara en la PEP 

carboxllasa fotoslnlétlca, ya que la lsoforma aislada de plantas 

C3 es mucho menos sensible, en caso de ser-lo. a dlchos ef"ectores 

(93. 148. 184). 

Uedam y Sugiyama asl como otros autores (74, 172, 204) han 

reportado que la enzima de maiz pr-esent.a cooperatlvldad 

homotr6plca posltiva para PEP pH 7.0. Sln embargo esta 

cooperatlvldad desaparece a pH cercano a B.O (77 0 1$2, 204). o en 

presencia de los activadores glucosa-6-f"osfalo (77. 204) 

3-f"osf"ogllcerato (1821. Aunado a lo anlerlor. varios autores (137. 

1.38. 141. 145. 190, 228) han demostrado la existencia de 

cooperatividad homotr6pica negativa para la unl6n de Hg2 • a PEP 

carboxl lasa tamblén de maiz. Ambos comportamientos resultan 
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dlílclles de lntegrar en un aecanls•o •olecular Unlco ya que aabos 

lapllcarian. como una pri•era aproxh•ac16n. i:.•~ltlples slt.los de 

un16n. tanto para PEP coao para Hg2"'. pero con lnteracclones 

senslbleaente dlf"erentes entre los sltlos para la unl6n de aabos 

llgandos. Tal conjuncl6n de efectos no parece fácil de expllcar y 

•ucho iaenos desde el punto de vista flslol6g1.co. ya que PEP 

carboxllasa es una enzlaa cltoplasalca (16. 51, 105. 110. 150) y. 

por conslgulente. sl la concentracl6n de PEP y de M.g.
2 "' aumenta en 

el cltoplasaa. los efectos de a•bos llgandos se compensarlan y el 

aumento en la actlvldad pudiera no ser slgnlílcatlvo. 
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Tabla 3. Parámetros cl~tlcos de F"osfonenolplruvato carboxllasa 
obtenida de dlv~rsas fuentes. 

ParA.aetro Origen Valor Condiciones 
de Ensayo ReCerencla 

Tipo y/o especie. aH 

Ka (PEP) HesembryentheltfU.n O. 7-1. O Luz:- pH B. 25ªC. Hg s.H!" 

••• Continúa 

CAH O. Z-0. 3 Obscurldad. pH 8 .. 

g:6;:Ó~iz ~~~~u~id:d~ pH 7.5 ~ ~~ 
Crassula CAH 0.4Z pH 7.5 20 ºc. Hg 4W1 

0.11 Cd O. l aH sin Hg. 
0.14 Hn 0.3 aH 
O. 071 Fe O. 27 aH 
0.091 Co O.t mH Refepmcla ~-

Halz O. 84:0. 17 Luz. pH 8. 3, 30ªc. Mg to..H 
2.08~0-08 Obscuridad. 

4 1 . .36~0. 26 Luz, gl lcerol. 

Halz (C4) 

Halz 

Halz 

Halz. Pico 1 
Halz, PlcoII 
Halz, Pico 1 
Halz, Pico 11 

Sorgo, Pico 1 
Sorgo, Plco JI 

Sorgo y Halz 
Hijo todas C• 

C• cruda 

Atrlplex C3 
Atrlplex C• 
CAM 
Halz, Hoja 
Halz:, Hoja 
Halz, Ralz 

PanJcum C• 
Panlcum C> 
Panlcum C3-C4. 
Panlcum c .. 
Panlcuar C3 
PanJcum C3-C4 

1.16:0.15 Obscuridad. 
6.55~0.96 Luz.pH 7.0 Sln glicerol. 

tt.so:t.13 Obscuridad. 
10.52:0.60 Luz. glicerol. 
12.32:0.32 Obcurldad. Referencia m. 
2. 6 pH 7, 22ªc Hg tOlllH 
1. 16 pH 8 
1. 25 pH 7. o. t5XC11cerol. fis:L .zsM.. 
O. B pHS. 3, 30ªc, Hg tOIQH, 8tl l..l.2.-
o. 71 pH s. 2sºc. Hg 3.nH 
o. 23 Mn o. 6ISIH Re[erf!:ncla 22.:... 
0.66 pH 8. t, T? Hg SllllH 
o. 52 
6.60 pH 7.0 
6. O Referencia 1.2Q~ 

1.66 
o. 66 

1. 05 
J. 22 

o. 75 

0.11 
0.62 
o. 19 
o. 34 
o. 19 
o. 19 

o. 22 
o. 06 
0.07 
Q.93 
Q.16 
0.24 

30 

~:r:~e~~:~· ~~10~. 
pH 7. 9, 2sºc, Hg smH 
Ref"erenc!a lZ.J-
pH 7.6, Hg 2mH, ~ 22,_ 

pH s. 30°C, Hg lOlnM: 

Etlolado 
Referencia ~ 

pH 8.3, 30ªC, Hg lOmH 
pH B.3 
pH 8.3 
pH 7.3 
pH 7.3 
pH 7. 3 Referencia Z§.~ 



- - . Tabla 3. cont1nuacl6n 

K.. (PEP) AJaa.ranto C& 

Espinaca C3 

.... 
0.29 

0.25 W1 

t. 11::0. 3 
o. 1%0.02 
1.0±0.ZS 
o. 1%0. 01 

pH 8. 6. :l0°C. Hg SaH ~ §§.. 

pH s. :l0°C. Hg S..ti ~ ~­

::;!!2Ji:....,.5·°" zsºc. Hn
2.L-+ o~ 

Hg2.L-+ 0 
Hg

2 •L....,. ,.., Referencia ~-

Papa (Ralz C3l 0.077 pH s. s. 30°C. Mn 2 1RH 

Coleoptilo de Avena 

cacahuate. 

0.177 

0.07 

o. 63-o. s1 

Hg SaH Referenela ,llU!. 

Eplderals C:J O. 11 

pH 7. 6. 30°C. H.g SmH. ~ il· 
pH7.S.30°C,H.g ZaiH.Bsí. ~­

pH 7. 4. 30°C. Hg 6inH, Btl il· 
pH 7. 9. 10°c. 

JC..-(He-PEP-) 

IC.a(PEPL) 

Halz Plco l. O. 1 
Malz Pleo 1 t. O. 047 Referencia ~~ 

Halz 

Ha1z 
Ha1z 
Trigo C3 
Crassul• CAH 

Espinaca C3 

Caeahua te C:J 

Cra.ssuJa CAH 

Haiz 

PanletJJn Ce 
PanJctUJ C:J 
Panlcum C3-Cc 

caf\.a Ca 

Espinaca C3 

.... 
O. 0022 pH S. S. 30°C. HgL 95µH. 
o. 0067 HgL 456 µH 
O. 0213 HgL z. 3 mH. Ref'!!'rens 1 a .li.l.-
:J. S±0. 02 pH 7. o. 2sºc.Hg 1-20 aH. 
0.15±0.0:J Hn 1-5 mH. 
o. 92:!::0. l:J Hg 1-20 mH. 
0.35:!::0. 04 H.g 1-20 ..t-1, Referensla .zl.2.. 
o. 01±. 00:1 pH 7. s. zsºc Hg z inH 
0.04::!::0.01 Hn 2 rnH. Referencia rn . .... 
g:~!~ó~oz ~2[-_,.5·,..,_ 2~:~-e~

2

~c;a ~-
0.8 pH 7. T?, Hg O~ 
O. 16 Hg 10rnH. Re:ferencl a _m. 
6.0 pH 7.0. '.l0°C Hg O 
1.50 Hg 10 mH 
1.40 pH7.5Hg0 
0.81 Hg 10 rnH 
2. 70 pH 7. 9 r1g O 
0.57 Hg 10 mH, Beferencla ~! 

µH 

300 
400-800 
400-800 

100 

110±50 

pH s. 3. 30°C. Hg 10. PEP 5mH 

Refe-r<>nrla li· 
pH s. 30°C. Hg s. PEP 4mH 
Referencia ~-

pH7. s. zsºc. Hg z. PEP 4mH 
Rt:ferenc\a i..;Q . 

• • • Continúa 
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••. Tabla :J. cont lnuaci6n • 

Continúa 

µH 

Papa (raiz C:a) 383 
213 
637 

Cacahuate 

Halz 
Gromphr~na 

Eleu:slne 
PanlCUJD 

Amaranto C& 

Halz Plco l. 
Halz Plco 11 

Espinaca C:J 

310 

27:!::1 
27:!::1 
26-24 
27::::.2 

170 

1450 
1280 

µH 

667::::.50 
79:!::6 
400:!::60 
37:!::2 

Papa Cralz C3) 204 
77 
26 

cacahuate 270 
31 

Halz :Jt:J 

Halz 4300 
750 
540 
550 
230 

Cra.suJa CAH 210 

Halz. Plco 
Halz. Plco 
Halz. Plco 
Halz. Pico 
Halz. Plco 
Halz. Plco 
Halz. Pico 

Halz. Plco 

1· 
11 
1 
lt 
t 
11 
t 

tt 

34 
19 
9 
23 

38.S 
36.4 
96 
90 
380 
263 
24.4 
52.:J 
121 
338 

32 

pHS. s. 20°C. Hg o. 6. PD" 2.aH 
H."'1 0.2 ->1. sln Hg 
pH 7.5. Co 0.07.i-t.~ ~-

pH 7. S. 30°C. Hg 2. PEP 2mH 
Referencia ~-

pH s. o. zsºc. Hg s. PEP o. 25.H 

Referenc 1 a lQ. 

pH 8.6.30°C. Hg Sdi Btl ~ 

~~(:.:~ .. !~º~~ 

: Hg; pH7. s. 2sºc. PEP1..-+ o' 
: Mg; PEPL-+ °" 
: Hn: PEPL-+ O 
:Hn;PEPl..-+ ... Referencia m. 
: Hg; pH B. s. zoºc. PEP ZlllM 
:Hn. 
: Co; Reft.""rencla l..!:!§. 

: Hg; pH 7. s. 30°C. PEP ZlftH 
:Hn; ReCerencla ~. 

: Hg; pH 8. 3. 30°C. PEP 5""'1 
Referenc la .ll.2-
: Hg; pH 7. s. zoºc. PEP 4111M 
:Hn. 
: Fe. 
:Co. 
: Cd. 
: Hg. 
:Hn. 
: Fe. 
: Co. 
:Cd. Referencia~ 

: Hg 25-lOOµH. pH S. 1. T'?, PEP?' 

: Hg 100-250 µ.H. 

: Hg 250-1000 µ.H. 

Hn 25-100 µ.H~ 
Hn 100-500 µ.H. 
Hn soo-1000 µH. 
Hn 25-1000 µH. B.!:.L... 122· 



. Tabla 3. cont1nuac16n 

µM 

Km(Ko2•) Halz. PC 1" 32 :Mg<lOOµH.pH s.s.T?.PEP 4a.K~ 
Haiz. PC 11 15 
Haiz. PC 1 so 'Mg 100-500 µM. 
Kaiz. PC 11 51 
Kaiz. PC 1 180 'Mg > 500 µM. 
Haiz. PC 11 186 
Ha1z PC 1 10.2 'Hn 2. S-SOOµH. 
Ha1z PC 11 6.76 B~í~l:eoch! .lil· 
Amaranto c. 870 ,Mg pH s. 6. :mºc Btl !!§.. 

Ha1z Pico 1 0.032 ,Mg pi! 7.9. 1oºc 
Ha1z Pico 11 0.047 
Ha1z Pico 1 0.0102 'Hn pH 7.9. 1oºc 
Ha1z Pico 11 0.0067 Bs:;f.el:encla "2~ 

µM 

Ka(Ke2•) Cacahuate. 330±140 :Hn;pH 7. s. 22°C. PEPl. ~ o• 
140~40 :Hn; PEPL-+ ,..... B!::[s::r:~moJS! uz. 

: pi:~at:s c~~~~~~~~:~ e:p11;-1:a:r:vl~:e~i~e1:.s13s~;~;:~~;:n~uando no se 
indique una nueva concllct6n. 

: ~~~~~~º~ ;~~ ~~toesl d:=~:sd:ee~:r~~!~~~~c~:t~~~!ª~~u~~;e~~~~·lados 
en todos los casos. 

; ~e~=r~;;f"i~~e p!c~= ~~~~:~~~=~l~np~e 8 i! ~s~~~:t~~~~~~a:d~ :~ ~;;~!-re 
extrapolac16n a cero concentract6n y -+ ~ a lnf"tnlta concentrac16n. 

~ H~:~~~=5me~~nt';;5esoc"aªm"t,cl1:s pa;:ma~~ét:~~o~=~c=~~~!r6~n~;l~~ca de 
trlptof"anos. La un16n de PEP es cooperatlva nH ¡;i¡ 2. 
Presentan cooperatlvldad negatlva para el metal, nH a O. 5-0. 7. 
Hedidas a través de la protecc16n contra lnactlvac16n por 

f"enllglloxal. 
nH•número de hl 11. 
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Tabla 4. Ef'ectores report..-:\dos para PE:r carboxt lasa obt.ei:-tda de 
d\versas fuent.es. 

Ef"eclor 

Kalat.o 

Aapart.alo 

Piruvat.o 

Fuet'\te 

CAM. 

Constante y cond\clones 
de ensay<> 

lnhibidor-ea 

Kl 7:J-7Sµ.H pH s.o. zs"'c. Luz.~·t:. 
K\ 4-S µH pH. 7.S, 
Kl 400-900 W1 pH s.o. Obscuridad. 
Kl 60-86 µH pH 7. 5. 
'Kl 4-9 µ.H pH 7.0 ll~ 

A.aar-anto 

Sorgo 
Malz 
H1Jo 

Afect<t. K111(PEP). C-.p':' 

~~~ ~as:·P~Hs~Oº~ Hs sll\H 
K.l 7 1DH, pH 7.9, Hg 5 11'1H. HC•p. 
t:::.1 6 di. NC111.p. 
Kl 4. S 11\H, NCmp. 

Cras.suJa lC.l(un16n)• \.17 rnH pH 7.0. T? ~-

Ep1dermls Kl 4.S~O. 3 Hx. pH 7.4. Mg 6111H ll· 
Cr-assula Forma K\ nH... 1-.11. pH 6.8 
Noche.) Tetra.mero 2. 9~ \. 4 25% 

Dlrnero 2. \ s. 7 \00% 
Olaª Tet.ráM~ro 3.9 \.9 22X 

Dirner<:i 1. 6 z. 4 60% ~-

Cras.suld Hx Kh:: 0.43 rnM,K\ES 3.3 tnM pH 6.0 ~ 

..... , .. 

Sorgo 

""''" Mijo 

Amaranto 

Sorgo 
>lalz 
Mljo 

Antarant.o 

i~~ ~O~~c;:;~~~:t47;:,~Hs7. 3oºc. Hs sa.M 
Kdp l. 20 ftlH pH 7. O 
Kdp 2. 65 tnM pH 7. S 
lC.dr> 6.00 mM pH 7.9 
Hg y glucosa-6-fosrat.o no aCect.an KdP 

Kl 10 rn.H.. pU 7. 9, Hg SsnH NCmp. 
K1 12. tl\H, NC1r11p. 
K1 Z.1 ftll'1, NCYtip. 

lsot 2 tnH. pH 7.0, Hg S 111M 
lso

1 
>20 MM pH S. O 

Ki 4 JSIH.. pH 7.9, Mg SmH Cmp. 
K.1 7.S lllH, Cmp. 
Kl 4.. 2 aaH. Cmp. 

1 so1 
>2.0 mH pH 7. Hg S MH 

lso
1 

S mH pH 8 

::;.<¿. 

Continua .•• 
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• . • Tabla 4, cont1nuac16n •.• 

2-P-C:llcolato Halz C4 C.p. !°rente a PEP pH 7 y B lnh. Blf°áslca. 

L-P-Lact.at.o 

P-malat.o 

Oxaloacet.at.o 

ATP 

SulCit.o 

FoaCat.o 

Cluco•e-6-P 

Clyclna 

Klt O. 16 mH. K12 O. 4 mH. 
AC.p frente a Hg 2Q. 

Espinaca Kl 6"!:0. 1 µH. pH 7. 5 Hn 2 mH ~· 

Hal.z Kl 200 µH 2Q. 

Crassula Kl O. 17 mH. pH 6. O .ll!.· 
Espinaca Kl 2±0. 2 µH. pH 7. 5 Hn 2 mH 

Kl 98±15 µH. pH 7.5 Hg 2 ll'IH 

Cacahuate Kl 110±20 µM, pH 7.5. con Hn' 

u;¡_. 

~-
2Q. 

2Q. 

Ha1z 
Halz 

Ha1z 

Avena 

Sorgo 
Halz 
Hijo 

Haiz, 

Crassula 

Crassul• 

Halz 

Halz PCI 

Crassul• 
Trlgo 
Halz 

c. 
Halz 

Halz PCI 

JU 100 µt1 

Kl 2600 µH 

~~~p º;;;0 ;: :"pi? 3~ 3~~~-Hg 10 rnH 

Se el linlna aumentando Hg 

Kl 1 JnH. pH 7.9. Hg SmH Cmp. 
Kl 3 mH, C111p. 
Kl l. 2 mH, Cmp. 

Cmp vs. HC0:1-, A.Cmp vs. Hg 
NCmp vs. PEP. Kl (PCIQ )vs PEP 7. 2 mH 
Kl vs HC03- 11. 3 mH PCl y 5.7 mH pCII 
pH S. 5. T? 122,. 

Ki s. 11±0. 04 mH. pH 7. 2oºc. Mg s. PEP o. lmH 
Componente lnhlbltorlo .J.ll~ 

Act.lvadorea 

Ka(unl6n) o. 24 mH. pll 7, sin Hg. PEP9 

Ka O. 12, Hg 10 rnH, nH ,.. 1, sln PEP 
Ka O. 1, Hg 10, PEP SmH nH • 1. ZJZ. 
Baja Km(PEP), Sube Vmax. pH 7.0 
Ell111lna la cooperatlvldad ~-

A.o.5 2. 5 rnH pH s. 1. 20°c. Mg 2mH, PEP SmH 
A.o.5 5. 2 snH pH 8. S 
A.o.5 5.0 mH pH 9.0 1.2.;!'! 
Ka O. 28±0. 1 rnH, pHopt S. 1 
Ka O. 33±0. 01 mH, pHDpt. 6. 2 
Ka O. 68:!:0. 12 mH, pHopt. 6. 9 li.J.. 
Actlvador Fuerte. plt 7. 9, Hg SmH ll.J.. 
Baja KmCPEP) Sube Vmax. pH 7.0 
No disminuye la Cooperatlvldad ~· 

Ao.s 1.0 mH pH 7.0, 20°c. Hg 2mM. PEP SmH 
Ao.s 2.0 mM pH 7.5 
Ao.s 3.3 mH pH 8.1 
Ao.s 4.0 mH pH 8.5 
Ao.s 3.3 mH pH 9.0 ~! 

••• Cont.lnúa • . . 
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• • • Tabla 4. conl lnuacl6n . . . 

Fruc~oaa-1,6DP C• Actlvador pobre. pH 7.9. Hg Sa.H ¡z;¡. 

Acet.11-P 

<:arbam11-P 

Fosf"at.o 

Penls~tuin (D) Actlvador aoderado .lll.· 
Crassula Ka 10.os2:::0.02s.pH 7.o.2sºc PEP 0.12 mH. 

Maiz 

Haiz 

Hg S lllH Baja K.Ja y V.ax 
Ka"'o. os3~0. 310. pH 7. o. 2sºc .1.Z§.. 

sube V.ax 

"-· 
Ka O. 3 lllH. Sube Km y Vmax t lene un 
Co•ponente lnhlbltorlo Cmp Kl 0.7 ISIH 
pH 8.0. Hg 5 lllH. 21·. 

Halz Ka O. 32 con Hg y O. 13 con Hn. 
Baja •ucho KJli. sube poco V1aax. 

Trigo No llene ef"ecto 22· 
CrassuJa Ka 0.12.!.0.66 mH,plf'7.20°C.Hg S.PEP O.taH 

Componente actlvador. l..ll~ 

Plantas mantenidas en luz previamente a la extracción. 
Estas condlclones apl lean a la 11.neas siguientes cuando no 
indique una nueva condición o una nueva referencia. 
Aplica a los datos después de la referencia lnmedlata anterior. 

Cmp, lnhlbldor compet t t lvo; NCmp. No competi t lvo; ACmp. 
Acompetltivo y Mx, Hlxta. 
Hedidas por los cambios en la f"luorescencla lntrinseca de 

triplof"anos. La unión de glucosa-6-P es cooperativa nH • 1.87. 
Hedidas mediante R~sonancla paramagnética del electrón de Hn. 
Separan dos picos extrayendo a pH 8.1 y cromatograf"iando en DE-32. 
Ao.~ es la concentrac16n requerida para lograr SOY. de actlvacl6n. 
Is.o concentración requerida para lograr SOX de lnhlbic16n. 
Plantas mantenidas en obcuridad antes de la extracción. 
Porcentaje de lnhlblcl6n con el lnhlbldor saturante. 
Hedida en f"orma e lnét lea. 
Fosf"ato llene un componente lnhlbltorlo y uno actlvador. 
nH es el nUmero de HILL para la unl6n del l lgando en cuestión. 

P Hedida a través de la proteccl6n a la lnactlvacl6n por 
f"enl lgl loxa 1. 
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6. Mecanismo de la reacc16n catallzada por PEP carboxllaaa.. 

PEP carboxllasa. co.o ya se .enclonb anterloraente (crf 

apartado 2). es la ún1ca carboxllasa hasta ahora conocida que 

utlllza bicarbonato como sustrato y que no re-quiere blot1na. 

Haruya•a et al. {124. 132). basándose fundarnentalwnente en datos 

clnétlcos de lntercaablo lsot6plco y datos de unl~n de 

sustratos realizados •edlante resonancia parainagnética del 

electr6n. proponen que la reacción se lleva a cabo por 

•ecanisJl>O concertado {Fig 7~). en el cual el oxi~eno ionizado del 

blcarbonat.o produce un ataqull!!' nucleofilico sobre el fos'fato de PEP 

induciendo un reaco~odo de los electrones que perrRi te la sal ida 

del grupo fosfato de PEP y el ataque electrofl l leo del carbón de 

bicarbonato sobre el grupo enol de PE:P para formar el 

oxaloacetat.o. Dicho 111ecanismo ha sido cuest lanado por las 

siguientes evidencias: i) La mayor parte de las reacciones de 

carboxllación dependientes de bicarbonato conoc\das se llevan a 

cabo por la fonn.aci6n de un intermediario de carboxifosfato {50). 

1 i) Se ha demostrado que PEP carboxi lasa de ma\z es capaz de 

catalizar la descomposicl6n de fosfato de carbam\lo usando agua o 

blcarbonat.o como sustrato aceptar {611. 111) í''EP carboxilasa de 

EscherJchJa coJJ no es inhibida por DL-P-maleato. y debiese serlo 

de ser operante este mecanismo concertado. ya que este compuesto 

es un análogo del estado de transición que se requiere para que 

este mecanismo opere l89l. iv) La reaccl6n de carboxllacl6n se 

lleva a cabo con inversión de la conflguracl6n. lo cual no es 

explicado por un rnecanismo concertado. en donde la conflgurac16n 

se conserva dado que el ataque ocurre en formH casi simultánea 

{68, 151 ). 

Dadas estas evidencias el mecanismo de reacción aceptado hoy 

dia consiste en una catálisis en dos pasos (Fig 7B): 1~ el 

sustrato PEP3- es desf"osforilado usando bicarbonato co"'o aceptor 

para f"ormar el carboxifosfato y 2!. est.e HC03 activado es el 

donador del carboxilat.o que ataca al d6ble enlace de la f"orma 

en6llca del plruvato. ayudado por la elet.rofllicldad del metal 

divalente {SS. 174). 
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CH2 O O e 11 .--, 11 r::-:-::i 11 
c-+-o--i-P- O • 0--C--OH 
1 _ L --C0 2 O 

- r-....':'.'!'c/' 
CH2 ~ 

1 °' _¿O 1 -~X-co; o o 

2-

f 
• HO-P=O 

o o 
- 11 11 

·­º 

G--P-<>-C--OH 

L o 

•( 
• HD-f'=D 

~-

Figura 7. Hecanls•os propuestos para la cat3llsls de la reacc16n 

de ~-carboxllac16n que lleva a cabo PE:P carboxllasa. A. Hecanls.o 

concertado propuesto lnlclallM!nte por Haruyama et al. (124). B. 

Hecanlsmo en dos pasos propuesto lnlclalrnente por o•Leary et al. 

(151 ). 
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7. Papel de low cat.lone• dlvalent.e• en la reacción catalizada por 

PEP c:arbozi lasa. 

El coractor Hg2 • puede ser substituido por ciertos cationes 

diva lentes como Hn2•. Cd2•. Fe2
+ y Co2•. Sin e•bargo. otros 

cationes divalentes resultan 1nhibit.or1os para la reacción. como 

es el caso de ca2·.aa2·.ee2·.cu2·.Zn2• y N1 2 •• estos datos se 

presentan en la Tablas 3 y 5 y han sido tomados de varias fuentes 

(132. 141. 145. 151). 

Tabla S. lnhlblci6n por diversos cationes divalentes de la 

reacción cat.alizada por PEP carboxilasa en presencia de Magnesio 

como i6n act1vador. 

Ión metallco Ka(EI) 

o. 12 
0.2.S 
3.8 
Zl 
0.002 
0.0025 
0.0083 
0.33 

c ..... i 
Kt • (D1gt) 

0.39 

0.13 
0.09 
s.o 

Reí. 

ªPEP carboxilasa purificada de CrassuJa argentea (CAH). 

Hediant.e el uso de resonancia paramagnét\ca del electrón 

(EPR) y utilizando Hn2• como callón. Hlldvan et al. (132, Tabla 

3). han obtenido f"uertes evldenclas en cacahuate de que PEP 

carboxllasa se une tanto al metal como al sustrato. pero que a su 

vez ambos se unen entre si. formando un puente tr\ple (F\g 8). Es 

decir, tanto Hn2 • como PEP3- pueden unirse a la protelna en forma 

independiente. pero la un16n se refuerza en un orden de magnl tud 

cuando ambos 11 gandos hallan unidos. Estos datos 

corroboraron con dat.os cinéticos que muestran que las constantes 

de disociacl6n (med1das cinéticamente) de Hg2 • y Hn2• a la enzima 

disminuyen cuando se extrapolan a infinita concentrac16n de PEP3 -

con respecto a las extrapoladas a cero concentraclón de PEP3 - y 

viceversa (133. cfr. Tabla 3). 
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Figura B. Esqueiaa que muestra la forrnaci6n de un puente triple 

E-Hg-PEP. como el que ha sido propuesto para la PEP carboxllasa 

(132). El esqtJema resume. de acuerdo con Andreo et al. (4). 1a 

partlc1paci6n de los residuos de a~lnoécldos que han sido 

reportados como esenciales para la actividad (cfr. apartado 4). 
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Huk.erj1 (141. cfr. Tabla :ll encuent.ra que la velocidad de la 

reaccl6n es aproxilftadaraente la 111lsraa a una concent.raci6n de 

Hg-PEP- det.erminada. 

de Hg2• libre y 

con clerta 'independencia de la concentración 

PE?
3

- libre usadas para lograr dicha 

concentración. ello indlcaba que Hg-f'EP- era el sust.rat.o real de 

la enziraa. Sln embargo. en sus experimentos un aumento sustancial 

en la cantidad de Hg
2

• llbre se traduce en una inhiblc16n de la 

enzima que conjunto refleja co:no cooperat.ivldad 

homotr6plca negat.lva para Hg;>•. Este autor interpreta sus datos 

proponiendo que Mg2 • libre es un r~gulador negativo de la enziraa. 

Los datos existentes en la literatura hasta el ino•ento de 

el trabajo de esta tesis no dejaban en claro cúal era el 

sustrato real de la enzima. ya que los expcri•ent.os de un16n de 

llgandos apoyaban el hecho de que PE:P3 - y Hg
2 • pudieran unirse a 

la prot.e1na en for~a independiente. pero los datos clnetlcos antes 

mencionados se~alaban una preferencia de la enzima ¡::.ar el complejo 

Hg-PEP-. Por ot.ra parte existla la poslbllldad de que el metal 

pudiese ejercer un ~recto regulador alostertco adicional. 

B. lmporLancia del presente estudio. 

A f"ln de enfatizar aquellos aspectos que nos impulsaron a 

realizar el estudio que se presenta esta tesis. result.a 

conveniente hacer hincapié sobre los slgul.entes aspectos del 

comportamiento de la enzima PEP carboxl lasa que han sido ya 

document.ados en los apartados anteriores. Por est.a raz6n. 

citaré en este apartado a los autores de los trabajos en los que 

se describen los dlversos cf"ectos que mencionaré. ya que el lect.or 

puede regresar al apartado correspondl.entc para este efecto. 

1) Ciertos ef"ectores de la enzima guardan relativamente poca 

horno logia entre si. pero guardan el mismo grado de ho'lft<>logl.a con 

el sustrato ya que son compuestos f"osfori lados. Especlala.ent.e 

notorio es el act.lvador c:-'8CH2PEP que fue dise~ado para ser u.n 
ané.logo del estado de t.ransicl.ón de la enzima. Este t.lpo de 

moléculas suelen ser excelentes 1nhlbidores de las enzimas para 

las que fueron dlse~ados. sln embargo en este caso. este análogo 
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resulta ser un actlvador. Es puP-s claro que esta actlvacl6n 

reflejarla la existencla de al menos dos tipos de sltlos capaces 

de unir PEP en la enzima. es declr. slt1os catallt1cos y sltlos 

reguladores en donde se pueden unlr tanto PEP co•o los actlvadores 

análogos de PEP. 

11) De los datos anterlores y de la respuesta cooperatl~a de 

la enzlma !"rente a F'Ef~ total a pH 7. O se deduce que deben existir 

dos sitios de unl6n lnteractuantes para P~ en la molécula. ya 

que ambos sean act lvos o sólo uno de el los. El hecho de que 

glucosa-6-f"osfato el imlne tal cooP"=rat ividad parece indicar que 

existe un sitio alosterico para este activador. al cual PEP 

ta•bién puede unirse cuando no esta ocupado por glucosa-6-fosfato. 

Debe mencionarse. sln embargo. que esta últhna no es la única 

explicacl6n posible. y que pu("den propan~rse mecanismos clnétlcos 

que expliquen estos efrcto~ partiendo de otros supuestos. Por esta 

razón estos efectos merecen atenclon adlclonal. 

111) La cooperatlvldad negativa qur presenta la enzima frente 

a Hg
2

'"" tanto cuando se considera a PEP total como sustrato. co.o 

cuando se considera a Hg-PEP-. parece hablar de sitios adlclonales 

para Hg2 "' que tienen caracter regulador. Caben por lo tanto las 

siguientes pos\bllldades: 1) se tratarla por tanto de una enzl•a 

que poseerla slt\os alostC-rlcos para los rn.\smos sustratos que se 

requieren en el sltlo activo, 111 serla una enzima con varios 

sitios activos cooperativos que presentan diferente respuesta 

dependiendo del sustrato que se una. o il\) existe una explicación 

alternativa que agrupe conjuntaniP-nle estos comport.aftlient.os 

observados. Esta es la cuest.16n que trataremos de responder en el 

presente trabajo. 

IV) Resulta evidente que el comportamiento de la enzhaa 

modifica substancialmente con el pH en el rango entre 7-8. ya que. 

tanto el comportarn.lento cooperativo. la sensibilidad a 

efectores, varlan en algunos casos cuantltativamente y en otros 

incluso cual i tat lvamente. Sin embargo, estas modlflcaclnes 

substanciales no han sido del todo caracterizadas. ya que se ha 

ldentiflcado un sólo grupo ionizable con un pK. dentro de este 

rango que partlclpa en la un16n de los sustratos Hg2 • y PEP3 -. 

pero no en catálisis. 



V) Es claro que. a pesar de la gran cantidad de grupos 

lonlzables detectados como esenciales. la lon\-zac16n de dichos 

grupos no se obsei-va en los perfll~s de LoglVaax) y LoglVDaxl'l(a) 

real izados hasta ta fecha. Esto resulta sorprendente. ya que al 

ate"nos las h\stldlnas y las tlste\.nas. son sucept\bles de su!'rlr 

1on12aclón en este rango de pH. La. causa de esta aparente 

1nsenslbllldad al pH por parte del ...e-can1s•o de catalls\s de esta 

prote1na no ha sldo aün expllc:ada. En el segundo articulo de este 

trabajo nos propusl•os. preclsa•ente. profundizar en este aspecto 

del eo•port.a•lent.o de esta tntrlgant.e prote\ni!l. 
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EXPERIMENTAL. 

Se pretende en esta parte. abundar en aquel los aspectos que 

encuentran descritos suficiente detalle los 

articulos. Por esta razón no se incluyen en esta secc16n todos los 

proct!'dl•lentos empleados nl Jos materiales utlllzados que 

descrlben con suflclente detalle en ambos articulos. 

Para el anál lsls de datos 

programas de computadora: 

ut 111 za ron los slgulentes 

Hoja electrónica de cálculo QUATTRO de Borland Jnternatlonal INC. 

Compilador de TIJRBO-PASCAL de Borland Internatlonal INC. 

Intérprete G'.IBASIC para PC de HlcroSoft. 

Purlf1caclón Qs. PEP carboxllasa ~ h2...lJ! verde de!!'-ª.!~ 

Las hojas de maiz cortadas se despojaron de la vaina central 

y se cortaron en peque~os pedazos. Durante este procedlmlento. es 

necesario mantener las hoja en una bandeja con un poco de agua 

llssipla para evitar que se sequen. Los trozos de hoja se colocan en 

un colador y se lavan con agua corr1ente abundante para ellmlnar 

la tierra y Jos insectos adheridos al material blológlco en 

cuestión. El rn.ater-iai lavado con papel absorbente, 

cuidando de no dejar ~ragmentos del pa?"?'l pegados a las hojas y 

pesa en una balanza granatar-la. 

Los trozos de hoja lavados se colocan en de 

licuadora (Yarlng Blendor). que debe habers~ enfriado previamente 

en hielo y, se a~aden de 2 a 3 volUmenes (con respecto al peso de 

las hojas) del rnedlo d"'!' extracción que se describe en el prl..er 

articulo. Se muelen las hojas mediante pulsos cortos de agitación 

en la 11 cuadora, procurando ev 1 tar que el ma ter la l se adhiera a 

las paredes del vaso, para que la homogenlzaclón sea lo mit.s 

completa posible. El homogenado obtenido se f"lltra a través de 4 

capas de gasa ó de Hlracloth y se recibe en un rectplente graduado 

con el f"ln de determinar el volumen obtenido. del cual se toma una 

allcuota para detennlnaclón de la act lvldad enztmátlca de PEP 

carboxllasa (los ensayos se descrl~n en el articulo primero) y de 

la concentración de proteinas (ver más adelante). Este f"lltrado 

centrif"uga a 40 000 g durante 20 minutos, se determina el 
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voluaen recuperado de sobrenadant.e y se toma una nueva alicuot.a 

para ensayos de actividad y protelnas. Se at'lade al sobrenadante 

su..f"lclente polletlléngllcol -6000 CPEC) para llevarlo a lSX (p:v) 

aa.ntenléndolo en hielo y con agi taci6n. se deja reposar durante 30 

•inutos y se centrif'uga co•o antes. Se toman nuevamente allcuot.as 

antes y después de centrlf"ugar. Al sobrenadante obtenido se le 

lleva hasta 30X de PEG slgulendo el procedimiento anterior. 

Después de la centrlf'ugac16n, la actlvldad d.-.t.erá quedar en el 

preclpl tado. 

El precipitado de 15-30X Cp:v) PEG puede congelarse a -70°C, 

pero debe resuspenderse en el buf'f'er que se s~nála en el articulo 

1 en un lapso no mayor a 24 hrs, ya que la capacidad de la 

protelna para resolubi l Izarse se pierde gradualmente en estas 

condiciones. La resuspenslón debe real Izarse agl tac Ión 

moderada por un t.le•po prolongado Cal •enes 30 mln}. aún cuando la 

pastilla parezca totalmente resuspendlda. Después de resuspender 

co•o se ha lndlcado, la suspensión se centrifuga para ellmlnar 

protelna Insoluble y la actlvldad debera permanecer el 

sobrenadanant.e. 

La solución de enzima obtenida del paso anterior se pasa por 

una columna de hldroxlapatlta para pegar la protelna a esta 

resina. La columna de hldroxlapatlta deberá contener al menos l ml 

de BloCel-HTP por cada 5 mg de protelna que se tengan en la 

preparación de enzima. La columna deberá ser de al menos 10 cm. de 

largo pero de no más de 20 y se recomlenda ut l l lzar f" lujos de 

•ás de 5 clft/hr. a f'ln de obtener una bu"!na resolución. La 

cromatograf"la se reallza de acuerdo con lo sef"ialado en el art.lculo 

prl•ero y las f"racclones en el pico de actlvldad se reunen y se 

tolfta una allcuota para determlnact6n de actlvldad especlf'lca. A 

las f'racclones colectadas les at\ade MgCl2 hasta 

concentración de 10 mH. Durante este paso observará la 

f'oraaclón de un preclpltado blanco. A contlnuac16n se at'iade PEG 

hasta concentración del SOX {p: v), esta suspensión 

centrlf"uga a so ooo g por al •enos una hora. La actividad 

después de este paso permanece en el preclpl lado y debe ser 

resuspendlda de lnmedlato. SI desea guardar la enzlma en este 

paso deberá resuspendense en un medio A, at\adlrse PEG hasta SX 
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(p:v) y después de centrifugar a 40 000 g 20 s.inutos puede 

congelarse a -70eoC. Est-e último proce-dlnaiento conlleva sólo una 

leve pérdlda de actlv!dad. La enzlma congelada de este aodo es 

estable por algunas semanas. La congelacl6n y descongelac16n 

repetida afectan seriamente la actividad de esta suspenslón. Se 

recomienda que si no se ha de usar toda la suspensión Junta se 

preparen alicuotas para descongP)arlas según se requiera. La 

muestra obtenida se cromato~rafia en sPphacryl-5300. se reeoml@nda 
una colwana que contenga una cama de resina con 20 a SO veces el 

volumen de muf'!stra a apl !car. la longitud de la coluana debe 

inantenerse entre 70 y 100 cm. y el flujo recomendado es de S-15 

cm./h. para una óptima resolución. 

La protelna eluye como un sólo plco aproximadamente entre 0.4 

y 0.5 veces el volumen de la cama llgéramente después del volumen 

vacio. Las fracclones obtenldas después de ser reunidas se llevan 

a SX (p:v) de PEG y se determina actlvldad especifica de la 

preparación. La enzima obtenida puede ser congelada a -70°C con 

las precauciones ya menclonadas. 

La electrof"oresls en condlclones desnaturalizantes en geles 

de acrllamlda realizó utlllzando el sistema discontinuo 

descrito por Laemmll (108). La prote1na obtenida demostró tener 

una pureza de al menos 95X rned1ante este crlterlo usando azul de 

Coomasle R-250 como colorante para proteinas. 

La determlnaclón de proteinas se reallzó como sigue: 

Para extractos y preparaciones crudas, se tomaron al !cuotas 

de la muestra que estuviesen entre 0.2 y 0.5 unidades de 

absorbencia a 280 nm después de llevarse a 1 ml. Se anaden 100 µl 

de desoxlcolato de sodio 0.15 Y. (p:v) y 100 µ1 de TCA al 72X en 

f"rio y se centriíuga a 3000 rpm por 15 mln en una centr1f"uga 

ref"rlgerada. Las pastlllas de proteina s~ resuspenden en 200 µl de 

NaOH O. lN-0. 2N con agl taclón vigorosa y se lncuban por 15-20 

minutos a 80°C en una bal'lo de tempera tura constante. A las 

muestras as1 tratadas se at':iaden 3 ml de solución de azul de 

Coomasle G-250 preparado según lo descr 1 to por Bradford ( 1:3) o 

dlsuelt.o en ácido perclórlco O. 6N a una concentrac16n de 100 ppra 

(se requieren de 6-8 hrs de agltaclón para la d1soluc16n del 

colorante en la solución del ácido percl6r1co y después de esto 
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debe f"lltrarse el reactlvo obtenldo por papel t.lhat111.an N~ 1 y luego 

por f"lltros mlllpore HA de 0.45 µa .• esta solucl6n es muy estable 

a teraperatura a•blente sl se conserva blen t.apada). Se lee la 

absorbencia de las muestras 595 y dcter•ina la 

concentracl6n de protelnas interpolando en una curva patr6n de 

albú•lna entre S y SO µg de protelna que debe prerararsP slgulendo 

exacta.ente el •ls•o procedlalento. 

Para los experimentos cinéticos las soluciones empleadas se 

prepararon con agua destilada y purlf"icada a través de un slsteaa 

NANOPURE de Barnstead. Las soluciones de HgCl2 empleadas 

prepararon de acuerdo a COMO se describe en el articulo t. Para la 

preparación de soluciones ta-.ponadas se uti l lzaron reactivos de la 

alls alta pureza disponible. Las actividades determinadas a pH 7.0 

medio de trletanolamina-HCl y medio de 

PIPES-trletanolaralna (ver abreviaturas en el articulo primero) no 

f"ueron slgnif"lcativamente dif"erentes. 

Para la deteri1ünaci6n de las cantidades de las especies 

totales que deben an.adlrse a f"ln de obtener concentraciones 

def"lnidas de diversas especies utilizó programa de 

computadora escrito y compilado en TURBO-PASCAL (versión 3.0). El 

programa esté basado en dos ser tes de ecuaciones propuestas por 

Storer and Cornlsh-Bowden ( 196) que puedrn, pcr i teraclones 

repetidas. ajustarse para que. dadas una serle de componentes (que 

f"orman una serle de conipleJos def"lnidos cuyas constantes de 

estabilidad globales son conocidas a la temperatura y íuerza 

i6nlca requerldal. sea posible calcular la concentración de las 

especies llbres que se forinan a una concentrac16n tot.al dada de 

las especies, o bien, la concentrac16n de las especies totales 

requeridas para lograr una determinada concentrac16n de una 

especie libre en solución. Las opciones pueden cornblnarse para 

permitir manipular ciertos datos como concent.racloncs libres 

deseadas y ciertos otros como concentraciones totales f1Jds. 

De esta manera además. si se conocen las constantes de 

disociación de H• de las especies en solución, se pueden convertir 

a constantes de estabilidad {)( .. at.•10pt:) globales y es posible 

calcular las concentraciones de las d1f"erentes íormas l6nlcas de 

estas especies y respectivos complejos, siempre que la 
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concentrac16n de protones Incluya colDO una especie libre 

constante en Jos cálculos. Es de-clr. que el pH (-Log[H.J) se 

Incluye en los cálculos. usando el 

deseado, rln de hacer las 

Independientes de pH. 

valor correspondiente al pH 

constantes de estabilidad 

Para ejempl 1f1 car lo dicho en el párraro anterior se ha 

escogido el caso del EDTA para el cual las siguientes constantes 

de equlllbrlo han sldo reportadas (106}: 

EOTAH:::J--. EDTA 4- • H·; pKeI0 . .34. 

EDTA 4 - • Hg2 • --.. Hg·EDTA2 -; K14qt:DT.&• 3. 98 "' 105 MM-~ 

EDTAH:::J- • Mg 2 '"--.. Hg•EDTAH-; ~CDT.&H• l. 82 ,. 102 lnli-~ 

Las especl~s 16nlca~ restantes no se Incluyen en el cálculo. 

dado que pK mucho ~ás ácidos y aparecen 

concentraclon""s apr~clables en .... 1 rango de pH a estudlar. adeaás 

de que su capacldilld para quelar Hg 2
* es 111uy pobre, por lo cual su 

Inrluencla en los cálculos puede despreclarse. 

El c:.Olculo de las constantes de establlldad (6 

constantes de f"ormaclón) de estos complejos a partir de las 

especies l lbre solas y totalmente lonlzadas, es declr, de las 

constantes de establ l ldad globales fK"9COT.\H en este caso) se 

real 1za como sigue: 

EDTA4 - • H• ._ EDTAH 3
-; Kl:trT.\H• JOP~ - 2. 19 "" 101ºH- 1 - 2. 19 x 107 

mH-! 
EDTA4

- Hg•EDTA2-; ""9EDTA- 3.98 "" 10'5 rnH-! que no necesita 

mod1f"lcac16n ya que EOTA4 - y Hg2 * especies totalmente 

Ionizadas. 

EDTAH3
- • Hg2 • -.. Hg2 • • EDTA 4 - • H•; esta constante (KKQit:DT.t.!!) 

puede obtenerse como el producto de dos constantes. a saber: 

k.KqCOTAH -
f,.9f:DT.\HJ f1'QE'DT.\HJ fr.DT.\HJ 

IM?J • IElJTAJ • fHJ 11'QJ • IEDTAHJ IE'OT.&J • JHJ 

KMgCOTAH X KCOT•H - 1. 82 X 102 JnH-
1 

,... 2- 19 "' 10
7 mH-1 - 3. 98 X 

109 lllH-! 
El llstado del programa se detalla completo en el apéndice l. 

Para la slmulac16n de datos clnétlcos se emple6 la hoja 

electr6nlca de cálculo QUATTRO la cual las velocidades 

lnlclales rueron calculadas numéricamente de acuerdo con las 
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ecuaciones descritas en los apéndices de aaa~s artlculos. 

Para los ajustes nu.érlcos de los datos 5lmulados y los datos 

experi-.entales ajuste aprox1•ado. 

Después se afinaron los datos .edlante un programa d~ rrgresi6n no 

lineal escrito en C\lBASlC de acuerdo al programa dC"scrlto por 

canela (Zl ). Las ünlcas aaod.1.flcaclones hect ..... s a este prograaaa 

conslst.leron en la lnclus16n de una rutlna de lnvers16n de una 

aatriz por ellaalnacl6n gausslana con plvute total y la 

separación de las llneas que contienen la entrada de datos y las 

lineas que contienen las rutinas de calculo en dos progra1aas 

separados qUe funcionan alternativamente. El listado de este 

prograsaa se incluye en el apendlce 2. Al f \nal del programa se 

incluyen varias rutinas de ané.llsis estad\stlco de los datos 

resultantes de acuerdo con las propuestas de Hclch et al. (168). 
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ARTICULO 1. 
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KINI:'TIC EVID~CE OF EXISTD-ICE OF Rt:GULATORY 

PHOSPHODolOLPYfttrVATE BINDING S'ITE IN HAIZE LEAF PHOSPHOD-IOLPYRUY'ATE 

CARBOXYLASE:. 

l'OR 

Rogello Rodrlguez Sotres y Rosarlo A. Huf\oz Clarf!':s. 

Oepart.ament.o de Bloqulmlca. Dlvls16n de Bloqulsalca y Fanaacla. 

Facultad de Qu1m1ca. UNAH, Héxlco o. F. 04510. Héx1co. 

Publicado en Enero de 1990. 

Archives oC Blocheal•~ry and. Slophyalcs. 

Vol 276. H!. 1. pp. 1.80-190. 
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Kinetic Evidence of the Existence of a Regulatory 
Phosphoenolpyruvate Binding Site in Maize 
Lea! Phosphoenolpyruvate Carboxylase 

R··~ .. 11•• 1« .. trilt'-1 .. r·~•lr .. - ""ti R•• .. ari•~ A ~,uño7-Clar~~· 
t 1>- , .. ,~,.,,.,.,,,,,,.J. 11 .... ,, .. ,.., •• , ¡ ,., ''""' ,,. ;. .... ,._.,,.. .. "' " Fa.~ ....... "'- ¡.·~- •• l:.td ,,., 1¡,.,,.,.. •• 

1 -.... \ "' ·"'· "'"" -,,_ • ~4 .. 1'. \f, ... " 

lºh•n> h•h•-pb•l•. • ••ru<.'"tur•I •n•lnc of pbo-phn­
•nnlp,·ru"'•'• tP•:1•1. -- fouad to t.. •" a.rtívat.or of 
pho•ph..- .. olpyruv•I• "'•rhn•..,1- 1l•t:P C'•rbo<J.ayl,._1 
purHl.-d frum m•n•..,. I••"-- Th\• Ondi•.C •ul("'-.....t th• 
pr.--nc-. In th• .... ,.,. rn• uf• r...tul••ory •lt•. 11.D whl<"h 
rt-:P ~Id hond. y;.,. r•rr1....S nut k1n .. ur •h1dl- oa thl• 
... ,.y ........................... 11....t ......... c .. ntratoon• .. r ,,_ rt:I' 
•nd nf "'c-Vt-.r ~mpl•• ••d d.- .... 1.,.~ • ,........,.r•tical 
k.1n•tlc." '"º<1•1 of th• r••rtinn. In •Vn>m•rY. th• main 
C'On..-lu•u•n• dr•-"' frurn nur r-uh.•. •nd LAk•n •• ••· 
•umpt.lon• .. t th .. rnod.-1. -.-rr th.- fnltn-lna: lit Th.­
•l'llnll:oo· nf th ... ,..,;.,.,. •u .. rar th• C"On>t>I•• ••·t.c- .. t-:r •• 
rnuC"h hiMh•r th•n th•l rnr fr- Pt-'.P •nd ""'" • · , ....... and 
1h.-r•f.,r.- ol C"•n ._. ron•1d .. r.-d th•l 1h .. 1.r .. r .. r..-nt••I •Uh· 
•tr•I.# nf th .. l't-:P-•·•tal.,~...d rr•ruon I• 'lotc-Pt:I". •u• 
Th ...... ._.., ... .., ha• a r .. cul•tor.., .,, .. •v--1ttr fnr fr- l't:P. 
U> -hk.,.h ....... inn• <"•n not h1nd. 1\.il) Th.-htndiaC orrr-
Pt-:P • .-.r •n •n•IU« rnut .... ul•. t.n th1• r•cul•U>r.., .,,.,. 
:oo·i•ld• • m•>d1t\..d Pn-.:yrn• that h•• rnurh ¡,,.., ... r •t>P•r•nl 
,..._ ....... _ •nd •Pp•r•nl \"-• ..... 1 .. - tban lh .. unrnod1· 
f\..d .... ,.., rn•. ~ ... fr- Pt-:P ....., .. ,. ... _ - •n ••~u .... , aru· 
W•lor ofth• r•action al au._..tur•••n• •ut-tras.. ironr.-n· 
lralton•. and - •" i"hlbhnr •l -•uratlnc •Uh-lratr 
c-c>n~ntrat1on•. Th- ftndU•C• rnav h•"'• 1rnporl•nl 
phyaiolot1>C"•I inopllcallnne on the r-ulation of lh• 1't:I• 
C"ar'"""••YI•- •n , .. Po ...-•h•hv •nd. rn .. ....,.,, ...... ,,..,. or th .. 
C, P••h-•Y· ••ne.- 1n .. r-.-d r..-•C"hon rateo- -ould ~ .. h. 
L&in...d wh .... th.,. C'"UnC'O!'nlrauon of Pt-:P ri-... ., .... at 
lhnitinlll: M11•· c-un .. _.nlratlona. ~ ,_,, -- r-. •-

·rhf!' ,. .. ,,.,u.,,,¡ 1hr 1·, ¡uuh_,...., .. '"""'n• r>h•••l•h, ... n.,\· 
'''°"l""'"'''"rho-.: .. \<t,.., 1Pt-:1• rArh.,,. ... , .. ,..._, t-:l· 4 1.l ;\l 1 1 .. 

', .• , ... ti.o."'.-... - .. ,.,,.,'°""º~ .,t.o~1l•I 1- -1-1 
' "',.'"'' ,,.,,.,.,,. .,-1 I''" I", •r'"''"" 1.-- 1•1,.,,.1,t.o--••v"n"•'"' .-•r 

ho•..,.I•-. l"Fl' .,,.._pt.o ... , ... ¡P'T""•'"' •·-1-11.l'EI". n-t>"I ~•t. ..... 

1n•·r .. o...-t h.,. ph••-.ph•·~·hu .. d ._•omp••Und,. .. uch """ ir.luc~ 
•>·rh°'""''h•H• 1 1. ~. ""· ':t, ~.1. 4.!t. fru1·u·- 1.n·hu•¡•h•-rh•t• 
t.'ll. :J.phu,.ph••.:t,.,· .. rnt.- t:\, 41. CAthllm~l J•hU•Vh•t• and 
acr1.,.1 pho .. ¡•h,.,._. 1r.1. nnd t~-l'l{,t•t-:1· 1n1. •utC.aC .. •t1n1t 
1h• .- .. i,.t•n•·• ••I '""' ••r _ ..... rAI rp¡cul,..torv ,.,._.,.,. ,n th .. •n· 
1"Vmf!' mol.-cul.., <•n 1h.- .. 1h .. r h""nd. 1\ , .. \tnown 1hRl PF.P 
.... r1 .. ,,.:-\"'- lr•·•n e, ... , ....... , .... •h''""""' "''""''rop1c f"-1u._ ... 
,.,,..,, ... raoi1 .. 11._ '" t h .. h1rut1n11: ,,1 l'El' ,., 1••{ 7 Oor n.-ar-; O 
17, .... 1111 ~, .. ,.,. 1'1-:1' ,.,.,t.,,,.,1 .. - ,,. ,., '-'"tronnf!'ru· pro1•1n 
1t11. 1t11 .. r•••i-r,.,,._,,,. nHI" ,.rt_ lru1n th., .,,.,,., .. n.-• ••I 
m11\t1p\.- tnt .. rM• ton~ ,.,.,~1,. ... ,.. •1IP•. ,.n•l"<>r lrom 1h .... ,.. 
, ... , .... ,-.. •1f •• u .. ••r _._ .. rn.I l'l\!•,..1 .. n,· , .. llC'•lnlnrv ,.,1 .... 
•hlf.-r.,nll•I Ir'"" th'" ,.,.,,.. .. .. ,, .. , .. , ttuu '""" h1nd Pt--:P 
\\. r ¡,.,,.,,.,\ • h·· ,.,,,,., '" ...... ,1 .. 111 ~ .:"- •·n • •, .. , \., ...... 1r1r 
1•H,.I r.-1 .. ,,.,., .. 1,,¡o ~ ... ,_,..,,. 1'J-:I' •H1-i .,,,,. "' th"' ,.,-,,~ .. 
,.,...,.. ,.,, .. ,¡ ,.1 .... .-. c·--,·11.1'EI' ¡·., .. ~H ;.,..,_,_1ir.r. m""'' 
••I th .. l'r"I• ,...,,.,,,,.:: .. '"'"d1 .. <l t•••l1'1r tnh1h1t 1h .. l't-:1• •·ar· 
h,,,.._1 .. - • ,., .. ¡., ,. • .; r .. ,.,_.,,,,n "'" , .. "''-''"11: ""''h 1•1-:)' ,.,r 
t t..- lun•hn.,: t• • • ;,.. ,.,., , .... ,.,, .. • \ ,! l ·, •. 11n<I th.-r•Í••r ... h .. ..- .. 
t-n ........ ,1 .... n .. r ... trrtz ....................... h-.. ...... i..l{Y. tho-
... u,, .. ni 1°1-:l' .. n.•l••il:"' -uh"' '""llnM .-ñ .... ·t• nn thr ,...,.e-. 
tu•n r"'"'" "'"'"t., . ._ .. ,.... •.1-fuL tu 1tl•nt1f" nnd,·h•r•l."ll"rtl.• 
,. Pt-:l•l1111<hn.: ro•.tu\111 .. .-.. .. ,, .. V•o•h th1 .. R1m ..... •doP<'•ci...d 
10 ,,.., th .. r11 ... , t •>I ~hrn,Jph•-f>h"''"' •on th.- r.-,.C"l1<•n 
r .. 1 ...... ••n•·• •' '"'" .. 1nh1 .. •·•uUt><•unrl. •tn1rt•.1rHl1Y 1"Pln1.-...t 
tn l'El'. ""'' ,.~,.,,,.t,¡ .. 1n huth 1•un1,. ,,,. rr1n hr _...n 1n 
~·hrtn.- l. ¡,.,,h • '•lllp<•unot" h11v• " l•hn•phAt'" llCT<JUV 
hnk.,J throu.,:h "" º'._ ll:•n '"" .- .. rt..,n Rl"tll 11.nd ""'"'.onan1 
• nrli 1t,.I• v..· .. t••und that ph.-n..-IC""h•"•phntoP fil conc-•n· 
trA11unM 1n th• nH•-r••1n••l,.r r"ni::.,. d ...... ,.,..,, .... 1 .. 1h• •n· 
z .. o••.11nd •<> "",. ,, ..... t th•" c .. m,,.>.,nd ,.,,f,,..·nm1n""t,.. ~­
, .... _n thr M••<',. .. n<1 ,.r11 .. ,.t1n1t "'''"'· an otdl'T tn 
1·h,.r1trlrr1:1:'" 1h .. t .. 11 .. r In "..h,., l>"l-r w.,. .,¡,..., '"'f><>r'T.-d th• 

•h•·•-ol>h<-1•h•n-·•h""''"'' ~ ,,,.,._,. .. ,.,., 1'E•i ,.. •• , ¡ .. •h .. •h~ ... h• •'" 
'ni'"'""'· )-.1• i- ...... ,h.\ .. 1,,..J, .. ,,.,, ... ,.,,,,.. .,,.,. "'""' ..,¡,.., __ ,.1,.,m&. .. - .. 1 
.,.,lf•t' f', .. •,l-•. ¡ ... h_,...,.,,.,,.~,....1 .. 1-·1r.,l'""'..,'" 

. .. ,,_, ........ . .............. ·-·- ... -....... ,..._,_ ..................... ~ ...... ~.,, . ., ............ ._ ... _, 



~: 
~ 

·c-r;·""'::.:- : ... 
o 

douhl• rnl•uf P~:f•,.., ,. .. i. .. 1r><t• •n•i no .. .-lih.-r ••I 1h .. 1°Ef' 
"''"""'''"\"'- r ...... ,,.,n •n•l •I•- ·~ .... •h• •n•P••.., .. n1 ••np\1•· .. 
t1<>n• thaf lh"' hruhh.,: to .... "" 1h..- •nl .. '"l•f.,.l •ot "'" ,,f ¡•t .. ..,• 
._..., .. r.-p<•"•· •nd un th• •~nd,.roL.ond•not ••I th._.. ,,. 1 u,, ••C-• 
"''•l•unut 1ha .. .,.nz)n> .. 

~·---·<>Lo ... ...i ,..,,....,...,. .. ,~ 1•~1' onp•• .. ••·h·•-••'•""" .. '"'''"' 
-"'· ."f ... ,,.l•lt •do ... 1 .. ,,.. -••o !•«••""' .,.. .... ,,.,.¡ .. ·1-ho•l•··•••·•­
••hh•t <D•- 1.-1 ... -. .. •'-'"•d..,••"•- l't- '• ••·••,. .... 'W ...... ,, '"""''"m' 
<t"- H1·1 : "-"'•V''""''"'""',...,¡. •••d .,, .. ,i..,,..- ••"•••n•'•""•''"'".,,._ 
,,.,.,,. .... M.4•••••••-•-r-•r•h•-lt,..,.,,..,,.,,,,,,,, . .,_,..,,..,,," t-·1•t" 
<•t-"'1"''"' _,., •n<l ,,._.,.,.,P ... ""41'"•._.. •<i• .. •1•""' -i•• ,.., .... , ... n. 
Jl,t.,,..,11 -Vl'o-~L!» l'••--1 .. •n>l't>•tm ..... 1-"4,.,,,..,.,1 .. ,.,.,,., ... ,.. 
1 •• 1 ,.,,..- , ... ,..,, .. , ·- l .. >ft'> H1•• K-1 !~•·••••••••- "'' ,,.,_,. • h•n" 
<•I• •>f •n•J,-.., al u-),p _,...Ir"""' •••.....,..,•d ª"'~,¡,...,, 

1•1,,vu......,,..._. l'\•n._..,¡ n •• ,., ••• ..,, ....,,.1, ,.., • h•I•••-•'"" __ ,.,.. 

r•o-1 •n -•" ,..,¡ .. ,,.. '" • n•• •>T•ll> dlufti•n•< ... ! «T-""'~•- •• '"'"'•-•• 
........ _. __ .......... 1 ..... "·•11• ... ,_ .. ,_, ·-·-- ........ ,_, 1 ... ,,._ 

, .... _, ........ ,....,. ... ,. •• ., .. .....- ""',_.,..,,., .. '~ ....... ;~.,.... ......... 1 ..... 1 
- .... - ....................... , ... .,., ......... \~ ........ 11• ......... "" , ...... ~. 
' .................... ., .. ll• 1 ;>ti • " •••• ., ••• : , .... ~:.. .. ' ,., ·.• ... , •.• 

• ...... , ............. 1 ........... ".-.... , ........ .,.,. '.,. ............. ,,, _ ....... . 

~··, •- •• l'f<,1; ..... , ,.,..., I"'• ''"' • • "'-""'""' , .. .,.,...,,,,,,,, .. ;,. ... ,.,.. 
r .... ..-11•.n.- •• _ ............ -•• rin ...... , ,..,, ........ '''"" '••""''"'"' "'·•- ~·"l'o 

e..J <'•hlr>fu.,-i •• ..,,,.,..., 1,., .•• '"'" ¡•to.o.'"""''""'"" •• ;.-•'·•'''" 
···~- ................ 1 •t- !•- ...... 1·•- ., ................... _ .. 1 " .... ¡ ..... ·- •• .. , ,.,, ........ , ... .,,,.1 ..... ··••-~-1 "" ... .,,.,,., ............... , .. ,. .. r .... ,_,,.,, 
"' r....-•l"'-'"'-1 V•'''""''" ... .., ...,. ..... -, .. -t on • "'"'"'' ,.,,.,.,... ,.¡ ,.,_,,,,..., 
A •-• ,-,,.,. ... ,_, ·•I I••• tt>M ,,_,._,..,.,¡,...,,,..... ti• l. pH • " ~ .,,.,. 
°"4..--1,, \ n1M El,,.A_: ..... i-n .. ,.,1¡.t\1"'""•.,.1• "'""'¡•o;.,.., •• l't-•;.._ •• , 
... - ...... 1-o .ro•• ,,.,.,.<11n•1.-............... 1 .. .n• l,.,ff•• ,,..,..,.,,....., .. ¡,ti~" ... .. 
¡.o.-.,,. .. ,.1., -t.-1 Atl•• • "' ..,,., ,...,.,.,,..,.,.,.,,.,., •I ""' ,,. .... '""' ,..,, ... , 
n,.o .. n• -- '1.luo.-t l 4 ,., ~ ... m " .... 1 """""'•••·•r•p-1 '"" J>od .. •a 
~a.,p..,~ T- .,,1.,,..n -- --t.0'<'.1 .. ,,., • wool ••f on-1"'"' ",.,..,..,., .. ,.,., 
~ .... .., p!M-.Ph.a<il"•ff• ... ¡.oH: u •,...<'.! ,.,..,. •h"-' ""'"" • '-'' «• ~·• n•M 
••--n• .. r ph•-s>l'oa•• t-1d•o ''' ,.,. _.,...~·ti '" ... -1 .... ., " f,, ,,_ 
,,...._ ....... .,.. .............. ·- p..•lr. .. 1 1·~:1' ........... 1-- - ............. _ .... --.... ..,.. ... , .... , ........ f;I••~ .. ....i -.1 .. 1 ~, .... ·1, .................. ., ....................... 1 
\O ..... ~ ,._..¡,,n• .._...,..,., ...... c-•Hnt>.oc-t ¡.,, ...,, ..,,., •• 
""1.0••"-· •...-t ,,_-•t.• ••f p.-.,.,,...,,_, .,,..,.,..,n ,....u-..-t m "-'"'"" 
A •n<l .. >P•-t ... • ,.,.1un.n uf ~h.cn I ,.. "-"' .,,,_,..,,... ,.,.,.., ........ ... 

_,.,,-''""'A ................. _,,l'o hu<'• -1- ''" 1·~·1•' ••"'''"a-_.,""" 
... ,.. p• .. l..-1. n .. ,..J ,,.. • ..,.., •• "!'•1·c ., .. 1 .. _..¡ 1.-., ·- .. u-n~""'' 
... '""''n-1-.,.. Tl'>o• .. n...,..- r"""l-••• ... n ..... ''"'"'' •·• ,,.. •• ¡..,.,.,., "''"'" :;::·.-: .. -:--.:;~~:-1.':,:::::.. ":.:: ... ~".-:-:.~·,:.·~·;n::::.7 :::~·::: ';';;; .. :· 
.... ...-t 1 ... ,._ .1 ..... i.....-1 ............. 1 .. - ... _, 1-1··-, .... -""' ...... ~-·-...... - ... -..--.u.... ··~·1· ............ - _ ........ . 
••• ..... .,,.._¡ •l-_,_,.,.,~ •• ,.._,ro,. .. 11 ... •• .,,., · ,., • <"""''~-1 ........ ~ •• 

_, ,_,., .. m•I••• ....... 1r-..,.,..,._ .,...., -.-.. •••••••• .._,l •ll 
.,.....-,._._.,, •• .,_ ........... , ......... 1· ....... ti .. -.·.· .• ..... - ... rl 
• ..,., _, ..... .,,.. •• 1-..... "'"' •• ' "l._ "'•""'t."1 •·-· ........................ t •n., n 
... 1 ............... ' ,..¡ •··· ........... ¡.. .. ..,. :,..,,,,.. .. 11•; rti ·" 11 "'"' 
'-l,r 1 ·""•"' l°f<.J• 1 ..,.,. !-"l•T' 1 .,,._. .......... ,.,, ••:"'"' .,_,..l•ti •....-! 
o '"''""''""'""'"'''-'.,••I'"~""- 1,.. ... ,.,,.. 011 .. • .... ,..,.d,..".i'"'n•-
.... ,.... ••-• ,,., L.,i-1 "'º ,.,... ··"'"••,_..._, .,, ""'·••• ,., ,,_ • 1"""' H .. _ .. _,..,_.,,. 

,.,.,,.._¡ ...... _ -'°'"•••" ••I •- ,..,,._... v••''"''"'""" H...at_.. '" •- •h 
- ........ , ... , ..................... ~-. '""'º'"'' ............... l ........... .., .. . 
... _, '" J.,,,i. ....... 1'!'1• :•H ·•• ·•- , .... J• ••·•"' .,,¡,.,,.,,., -•• , • .,..,,.,.,.,,. 
:'.7~::::::·• ,...., 1•11 •• , ·n ............ , ..... ,. ... , ..... ~ .... , ... ..,..,.,,.,,. "' ,,_.,.. 

f.,., ...... ,.,.,,..,~•,.,,_.,,,_.,,. <n _.,,.h.,_ .. ,,,...,,..1•••~'"" •I 1..-
1• .. ·¡· ,.n,f '\.I• l·l-·1·,.. ..... , ... ,., ••• ¡-l ,.....,, .. 1,.,.,,.,_.., .. ,,,.,,,,., ... ,,'-1 •. 
-1.-1 •• "'C" 1 ,.,..1 , .... ,. '" •t- ,._.., m•••~,. ,.,..,.,.. ••.--ion""'°'' 
.... .t••••n 1"" ·"-"'"-! '' "'""''"''""" .. 1 ,.,. °"4c l't-:1• ~•n1pl.oo ,...,,.., 
..................................... ,,,_ .... , ........... ,.1r ............ , ...... ,-
, •• , ... , .......... ,,.1, . .,.,.,,,._ •• ·~·-·<>• .... , ....... ..,, ....... 11 ...... 1 .............. ... 

.,.,.,.. ·•-l t•t-·1· 't• L-• w 1·~:1• H. i.:• • ¡ol""' •!"!'• t-·l•T" 
"'• •- • ,,,...,.. ... ,"l., t~ :1 ... • lu''w .~~l1TA H "-4 •. \-
• !>''"' '" '11 • '" • ,.,. w 1 1> H '41 '".ii • 1"'.,. 
li• •> 1 ;•.,. • '" ..., '•"' .._ .... l•H -..t.,. l••>w ·, •.:• .,,_ .. ,:, ...... 
, .... ,., ... u 1 •1 • i·• ... • ¡ ........ , v., ... ,1,,....,-s>h••• "-4c .... , .. ·•.t... 
,.,._, ••••m ·~·• •'•"•'"• •••h•..,."'• ,,f -~••-1 p.,,_....,,~\••-., . ..,.. 
¡•••._1" ,,.., ..... _, "• •• '"º'''"" at><t -.m,,,_,.. '•'"''' T...._.-.kui.•'"'""" 
•••• 1-•t"'"-1 .,..,.,., • • .. m¡•••••• ~,.·...,.•m -•11••n ,., T.,,.,,_, I'"·._.· A(. 
• '' t •• 11.-.,.. an •l••••••hn• ·'-'- .. -t.,,.,,,,,...,, • .,d ,.,.,.,,_,, t4<-""'n 

•.!• Thoo .... .,,.,."'••fa•<•• •h•n "'"~ ""1•1-t hA,..1<" '"""'"""' •nJ 
<'"'"''""''""'" .., ......... , '" ,,_ '"'"" 1._ f<l.~HTH.A.-.. ... ,....." ,;.....,...,~t 
.,,. •'-,u .......... 1 ............. ~. _.,,. ....... .- .. .,,.c<"I, ... " ..... i~ 1-o ... IP" __ ...,..., 

.....,.-.. , .................. , .... , .... 1 ..... ,., .... ¡ ... -¡,-r- ..... 11,_'\.t .. ·1 -· 
¡.,, ... ., •. ,,o,,. ... ,..« ..... .,., .. ., .... .,.,.-1 .. u • .-.n•r~ ............. ... 
,.._..,,_¡,,.,,.,, ........ .,; .................... ,..._ ...... 1 °"4.,_., ___ 1 ... 1 
......... , ••• ,-.. , .. 1 ................. 1 ... 1t ............... 1'f ............................. . 
,,,,,,),. '""""''"'"' -•·•"' ..,_ , ...... ,..,_1 "ca,.f\>llo - ... '-' .,..,. .. , .. , .,, """ , ........ , ........ ,..,-~-t '" '""'"'"•a-1 .......... :~-. ro tr••• ._ .. 

:;::. :.~'. ·.::.:::':::;':.:..~:-:. :-·.:;:::-~·:-..:~" .. ~:'" t~;:,~~::~ .... ~:.~:::~ 
... ...... 1 ...... .-1 ....... ·~·- .. ·-·~· .......... '" .......... w ... ....., ..... ..- ............. . 
l"'""'·•''"""'""'""•••t"U·»•n•' •"'''" '•"""'""''"""''"ª' .. 

• ............. t-.1•1 ............. ''"-''" ·-·-· "-''""' ..................... " 
..,,,,...,,,.,,hl•tt-'1• '"'"""'"".""""•' i.- "I• l•••lo•n<tt .. ch.-
1,., .. ,.,.,, ,.,_ ,,.,., .. ""' n•••• ..,.,.,,,.¡ ,.,., • .,_, n-• t- p.-nl ""'• •-1 
·~··''"""''''"<n'" .. ti• :,,..111t...1· ... ..--1 ......................... - .. ...., ...... _, 
,., •- • _,,,.,_ ... ,... •~•ff•• '""' , .. ,.,,... n-.••or>t>ioo ,......,pi...•- ... ,,,.•-
.,..,-1,.,.,,,., , ........ ,. ,,.,.._,..,_rut,.."'"'·"'~i• .... ,u,..f .. F.l'.-arl••t 
·'·- .... - ....... ,,,_ ....... _.~ ........ ...-1.-.. - ... _1 

, ............. ,,,............... • ............ -- .-...... ......i ~ ....... .. 

n••°'1•h••'"'""''' .... "-'"'"l,•t lh..t1 ..... 1, I~• l>t•w--h-·nt-J•HH 

1-:rf~cr "Í /•¡.,,""~'ho•ph4t<" un r¡.;p ('t1rl>oroln.- Actu it;o. 

,.h.,. #'tf .. ct or --.. .. ral ph .. nvlph.--phal# con~n1r1tunn• 
on 1h .. l'EP •·arh.->ll .. ·la- rraC'"1.ton r•t- -"'" hrwt •tud1-J 
º"""• V>lftl i·~:l• '"'ª ,,. • .,,,.t,¡.,. .. u ..... 1r .. l• and th• c-nnL'e'ntra· 
tl•>n• nf !\.1¡¡;•· and HCO, 1c.n .. U•uallv •C'C'"e'pt.<Pd aa -hl· 
nn1ng t lo""<! 1 m .... rr•i--u .. ·,..Jvl. ~nd.r th.- at.andard 
,._....,,.., cond111on• d•M'.'nl~ und ... r !li.tatenal• and M.-lh· 
vdA v,;,.. nh .. ,..rv.....i. a •·l•flr .cu..,. .. unn oí t.h• •n:tyJn• bv 
ph'l'T1..,·lph....,.ptu1t•. -h'l"n ••,.....v....d at lo- tot,.I pgp cn..;­
r•ntrilll''nll. wh1I• Al th• hur:h•r º"'"''"' th'l'rr ..... a much 
l<•w#'r ci•·~r...,• ••f ,.rt1..,At1on. Th•1>•. thi• corn,..,•und ha• lit· 
1 J .. ur no •ll~l •>n th'I' 1nt .. r,.....1 . .1t• ••Íth'I" d-<:oubl•·~1prnc1tl 



1/ [totol PEP] (mM)-' 

.-1r.. l. ¡ ...... ,a. •--•1• ... ..-.1p&. .. ''''"'''•!••\•"'"-""'""''""' ,, .... ¡ 1·F1· 

......... n1••••••n••n•-•'-... •••••1..t1•..-... .,.,,,,,, .... , ,,_, '¡., 
lCt.•nd "I,: ••• ...... ¡.ot ... ftWll'.,_.-.Ph•t"' "'•...1.oord •-• '''"º"'""'" ....... 
:-7,~t"'ª•"-VO l·•••-•·-tf>t-:l•c••""•"••••"'" _..., .. n-..-~.,_.1_.,,.,,¡ 1 

¡1)01,.nf 101•u•l .. •l•,...1I\.· "'""'"'"' ,,,.,,\ J~f.-p "' - .... r,.\ ""••d 

~=::~-~~:t;:;·~:::.:.:: ~~~~ ~-:f .... 1t: .. !:~.;~ .~ 1 r:;: i7':-~;: :. " ..... '; 
.._. ""' 01h .. no "l"'"d .. ,.,..,,. •M•d. whn·h .1 .... -, .... _ 'lh" "l'l•,.t 
.. ni K_ tl'EPt .,,.1u~• wah•"•' "'"•l1f'lo1nac thr \ -·• ,, .. ¡.,, . ., 
"'"ch,.,. fel1..-• .- •• J•h•-Ph"'l .. ~ .:.1, ""d 1 h., n<>n1•h" .. l••l••.:1 
c .. 1 , ... ,..,, ........ 1 r·-1·¡.¡ 1·i-:1• ,.;, ·rt. .. -t. .. ¡ ... ,,, 11 ....... 
,.,.,.... ...... u.,:.r .. ,., .. ,,..,.,.,,.,._ , . .,,p•·r.1••'-•'" : .. r l•EI' '" '"• 
,.,.n,. .. ntr1t1 1 .. n '""11' .. ,.,..,rl ... d. '"''" ........ ,_r"1'"''" t-n,.: 
)., .. ,. "VP"'"'"' A• thf' ..,,., 1" Kl"t t'""''°"' '"'"'" on 1 h•· """"'"' 
m .... t1um 1ncr .. ,._ .. Aac"'"· tho• •:r .. ,·t ,, '"'"'!"r t•• '""' ••I 
.ihx·•--·•> ph•• .. ph•u ... -h•" h h""' t~n rf"¡>••n .. •t I•• .. 1 ... 1,,ti 
th .. P"_,,, .... '"'"'f"'tAtavu .. · 1n !h .. h,n1i.nl( of l'f-.1' ••I• 
_,......d "' pi{-; O·~--:. ""· -'º' lh•t" lron1 A., ... -·_..,,,¡ 
.. sp.-nn•.,.nuo. 1n ... ·t11._·h _ .. .,_,.j ,,...., '"''"I f'EP c .. n.· .. n1 r,. 
'"'"" ftnd ••thf'rw•- ul .. n'l><-"A\ f"ll:¡>f'rlrnf'rol.AI r<•nrltT1••n"' ,. .. 
t-Cor•. w~r'" p\ntt..d "" th" ,.._.,"'º"""I nf 1n1t1 .. I ..... 1 ... -,,.,, 
•ui:1un"t th .. ,. ..... ,,,,,,..,.¡ ,.f fr-ph .. n .... lph•-phnt• tll _._,.,,.J 
t111:t"d t.,t,.l l't-:l'c"n<-·•n1.r*'l1un' 1F111: '.:!Al. "l'h., h•nuh ,,f 
cu,....•• uhta1n..d .-¡ .. ,.r1,,. ~·nntirmt·d th .. rnrnr-tal1.,..,. lln 
tur•uíth .. ~'""''"llC ~tf_.t ofph•n,,·lpho .. ph"~ '"'•th '" 
•tlf"<"t t .. 1-'f.:P. An 1nh1h•t""'' .. 1r...._-1. _.,.,. ,.¡,.., .. i--,..,-t "' 
th• two h"i:h..,.t J•h•n.vlphu,.ph .. t• <"Onc•n'lr•tu•n., 1:1 ~ 
end 6.4 mMI and th.,. l••-••t t.otal l'Ef• C••n<"~ntt*'lh>ll 
,,..,.'l.rd, { l:l ,..MI. pr<>t. .. bly du• to h1nd1n~ nf th" ,.._.,, ... ,.1or 
toth .. ft<'\l"P , .. , .. 

"Th .. •tn..ctur11l analu,r...· ...._.tw-n 1•h,.n>.lph••'"PhHI.,. •n•t 
t•J-:P. """ th• Ond1n«. thftt th• J .. ac..- ••I .. ._.,,.,,,., .. ,"d .. 
JM"ndJa nn th• !'lul.,.trHt .. c••nc .. ntrato.,n . .,t,.,.,. .. ,.l"•llfC" ,. .. th .. 
latt ... r tnrr"'"""'· ,.u.:w:-t..od to u .. th• ,.,..,,.,.,1,1l•tv of thf'•a· 
,,.1 .. nc• tn th• "'"J'"'"" "',. tO"Kl•l11torv .. ,, ... dur .. r .. nt hurn 

th ... ,., • ,._ .. -.• ... t., •hoc-h J•t-:1• • ••••lrl '""º '""'•lh ... 1 .. ,. m•~ .. 1 

d11frr .-. ....... 1 •.•• 1,z,_. on tn .. ., , .. 1 .. ,, .... nthu1t• .... f,,, t~t-:1• 

""'' ... , '"' :\.1.: . '""'" ol th .. __.. ''""'"'" 1"' t .. h"""' •n" 
rt •.-..... 1 •• 11:,.· .. : "''Kn•tl.- .. nc- .. 11 11• ..... 11 .... 1 .. l'ol ... h..-d th.,t 
i·VI' , .... 1 ... ,' ! .. - ,-,.1 .. i.. .r .. d ,. .. ,..,-1,.•n,. r-11..11r .. rl1 ... 1 .. n1 
,.,,.,,..1 , •. ,., •.:1 \.&1 11 ................ -h .. n ""• , ... ,,,..,1 '"'' th1,. 
•t•uh 1}, .. ,.,. ... 1 .,,.,· .. pt.-<l ut .. ,. -R .. th,.t 1h .. , .. ,.j .. uh,.tr•I• 
••I th..,. ,... .. , '•··n _,.,. th .. "'"1o· rr- f't-:r, .!"' • ..:-:. 111 !"'....- • 
.. ,,.¡ i..,n .. tu- Hnd htndin,i: ,.,.,d,.-.. rl•""'""'1r,.•-<J th"t l'f-:J• 
,..,o ,,ol: · ,- .. n t,.nrl 111d"'1-nd•ntl" '" 1h.- .,r,;""'"' ! ,!t;. ':'7. 
\:1. 1~ •. t .... ,, !"la .. t-n ,.¡ ... , ,. .. 1 .. ,"....o 1ha1 11i .. ""lu• .._.r 

Th.- 1'., f·or •llh .. r ,,f •h•- two h..i: .. nn .. '"' a1f.,..·t...O b'lo 
• h .. n"onl( th .. • ''"' .,.,, t•n1••n ,,f 1 h"' othrr h•nc-.. th'"Y htnd 
1nu~ h m••r .. "IT••n..i:L.,. Al .,,.,.,,.,, ,nec-on._·.-ntr•t"'"" ol h<•th 
11.,i:"n•U. 1·:..;.1 Sn. ""''"d .... ·1d.-<l to .-hl!"("k thP h""fl'o~thf'"'" that 
~t¡¡: -Pf-~f' fun•·t•""" "" .. .,h•rr .. 1 .. 1u1d that r~ l'EP. or 
r, .... l'f-:P ...... 1 •• ac .... th ....... ,, ..... ,.,, of lh!!!> PEP CllfbOS'.'.-1· 
.......... , .. i..,, .. rl , ....... """ ,-n ..... -.- rn ....... .---t 1h.- .. n....-1 ... r 
fr- ph .. n .. lvh·-ph111 .. "" thr ... n:ii::-·m• A<""ll\oll":o; u .. 1na- ~'l«.-
f•t-:P ""' th .. """ah\.,.,.,¡,..,, .. ,.,.,., twn tis..c:t rr- PF.:P c-o•n· 
~- .. n•rAl1<•n ... 11 ..!~• 11nd :.! 11 rn.._. ·rh ... r.-•ult• nht.a1n ... t. 
"hown ,.,. d"uhl• r.....-1prt<,.I pl<"•t• 1n F111: 3. C"Ontirm th• 
.. ._.t,.,.· .. 11nw: .. 1f .... ·t or ~·h•n" l'1h•-ph .. 1 ... and th• vahd•t" or 
~"""'d .. r•nac ·'1..: ~·FI' "" 1n .. ,.,. .. ¡ •ul-tr,., .. nf th• r..a<"· 
""" f ~ ..... 1 •I rtt•llht !in.-• ..... r.- ohtftor•-1 and ;• _._ •\-
'"'""''" acr•11t•r th11n 11 ~ .......... on th .... t-n .. ·• oí ph•nyl-
ph• .. •1•h1n.. rh .. r .. rnr ..... .,<t .. r th•- n•- ~ ... , ..... m~ntal 
n•ndot '"" ... •h .. "'"r'• "'"' •h"-"' '.\.torh""'h"n k1n•tac-• •n A 
,,.,,.: .. .,f .. uh-1""'"' '""'""'ntrnto"n •lm•lar to thftt u-O 
l"""'''""'l" ... t, .. n h''""'1rn1•1r l""'""·.- .- ... ,fW'f"ll"lt"· w""' 

11 [Phen)'\OhOspr"'IOt .. J (mM}-· 

..lf; 2 t-11- ... r1•..,..,~•i.o..,_Ph••-••n•t-i't-:l'c•"""•~l·-.,._....,n 
"' .-.. .. ,,.¡ "•-1 ••''"' I'~ Y•••r>o•••••••"'"" •A> .... ,_.,n,..n••I -••••• 
1' •• ,,,., •' "· ,:("' ,._,_ .,..¡ "'"' ,. ·1.,w ,,...._, l'EI' "••nd-9"'1 ...... ~ 
r"'""'"º"• _, .... --t. •&<-•f"' , .............. , J·t-:t· •n<f ...... r-n•lr>h<-
rh•••. •h,,.h ..... .._ ••t...J •• ,...._,.. .. ~-t •111 J•,....i,.,...,,.. ,.,.,... ~- -..t.I 
•• 111•1. J••J<'"• ...... ,,.-., ... ...,_,.,, .... ,,..,. '""ªI Pf.:I' 
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•-u;. :a 1 .... hi. ..... ,,,..,, •I ""',....,, ,.,,, ... , ......... ,,_ ••••n•• "''" J·• 1· 
.,.._,...,,,., .. -. '"'Jo-..J• .. J'o,-•.,•••• .. ,.,:,...,..,,.,..,..,,_.,..., .• , 
at>d &>._ ..... ,>f •• ..!"' ,. • .nd: ',. • ...... 1.-- "'"-"'"1"'"'"'" ... , ... 1-«' • •­
f'F'.P <-•·-·•,.IP•'"'" O.:!>..,.,. •n ot- .,,_,.....,.. ••• •--i P••-"• • ,,f" ~· 
•l~• "'.> ' •• 1 " •••• ..., .! .. • ' ...... ,_ .. - .. ~ ., .... _ ............ n-'1,oot•f 

•-• ,,.....,,,.,,,.. _,_ .-. ••r~,. '''"•"-f.-..,,._,. """' ,,.,_n,,lpn.-
pt...• ... ..., """ , .... , ..................... _ ....................... 1 ......... ··-rt 
.,¡.,...,.,,_, In,.,¡,¡,,,.,.,, •t. .. ,.,,,,,,,, ...... , .. ,.,.,.,.~"'.:••"'"' 
rr- l'FP 1F1111: IA• .., .. ,. .. '"'""'"'" h111:h .. r 1h,.n th<>- ,., ".:·, 
m'' fr- l'Ef' IF1..: 1k1, t .. •th 1n rh.,. .. t_n,· .. •n•f '" th• 
pr.--n• .. uf f>h.,n"/,,h•-""Ph•I ... ,.,.,.,.., ,.,¡¡: !h .. ! rr .. ,. l'f-'I' '"' 
on ,,. .. , •n a<"ll'l.•l<>r o( thr '"""'""l .. T"hu•. !hf' , ..... .,,~ ... 
cu<>r-r•U"'"" for rhr h1nd,n1t ••f PEI' ,,,.,.,,:f 1n f1r.-"'""'" 
.. tud1r" h"' u• •nd nfhrr• • 1. ~--: '"' ''""h..,hh. .,,._. fr.,m 
thr (,.,., 1h,.1 •hrn "'º<1"1n1t lhr ,,..,. .. ,.,," i,.,,, .. ,,..,. '-'"'"..: 
1.,1 ... l l'F-:1'11" 1hr .... ro11hlr•ub•trA•.- .. 1 htll'h ~111:·· c-.. n,·rn 
1rr1!1"'1". !h .. 11n 1 .. 1111n11: rn .. l ... ·•1lr. 1.,. (,. .... J•f-:1'. '" t-.r111: 
uo<"r .. ,.-0 •1n1ult.Anfoou .. Jv ... ·1th th .... .,t,.1r111r. • r. lh.-

~hr l'J-:P .-.. n1plr11: r·unhrrm"""'· rh .. '"'-""'" ,.(,-,.,,,_, 
11 11 ... ,,,, 1n 1h.,.. lundon¡;¡: of ,,1( Pl-:1' 11'1'·.,• edda1on11J •up 
, .. ,n l••<>urnr•11:1n11l h""J."'•lh-•" lh .. t th .. mr~l-<"""ln1>1- ..... 1 
furrn .. r Pf-:J' '" n••I th.,. ,. ... ,, ... ,.,,n¡;¡: ""~1-·u1 .. , 1•1h .. ~•­
, .. -n ........ ,,.,,_,,,,,..,.,,.,, -••uld h,..,.,. t-n •••-f"'·....-t '" 1 t .. ,..... 
... prram.,.nlfl 1n wh1r-h :1\-f¡,:: l'EJ' _,.,. th .. "'"ra11h/r ,..,¡., 
"''"''"" -..;,,,.,. th111 th.,. ,.,.n.-.. n1r,.ru•n• •>I rr- ~f¡¡:•' n ..... .-.. 
-r1h.1n•r .... -111,.'11dth.,-<>f~f¡,:: l'EI' f{u...,.,. ..... ,,,,., .. _ 
ion• 11p1-11r n••I 10 ha""" 110., ruid111H1101i rtf ... -1 ••Í ,.1..:-n1f1 
c-an<·r ''" l'f-:1• .-art..,z,,.111- ro•,.c-tu•n. ICI" .. " thnt •tr&u::hr 
ltn.,.,. '"""'"' .,,,,,.,n ... 1 Thrr,..fur ... th..- 1tlhn1I"" uf 1h.- , ... ,,..,,.. 

,.,, ... f.,, rr- ~I¡,::'" "'''"' 1- ,,.,."" low 1ndr..O 

Th. d..-..:r- ••I ... 11""''''" .... u---1 h~ 11 "'""'" .. rn••••UI ,,f 
t•h'""n"l¡.t.. ... ph1<<r - .... ¡,, ... _, "'' .:. 1• n1.._t Ir- J•f-.1' th.tn 
th•t .. , o~;.'"'' Ir .... l"FI". "'.:~-11n11: th'"' t .. ·1h .. ,.,,. .. _, 
,,.,..,ha"'"' A.-1<1""'" .. 1h-1 t .. ,.,.-! ~n•nl-'" J,,r rlu· _,,,,. ••h 
.... , .. .,., ... ¡ .. , .... .¡ ......... 

·r,.hlr 1 "''""""'"•h ...... ,~ .... , •• , :•h .. ., ... 11,h• ... J•h.or .. ''" th .. 
.. pparrnt ¡...·_ • ''~ f•f-:1'1 ,on·~ t ·-.. ..... 1 .. .,. .. At Ir..-.- l'EI'. 
<1 .:~. rn'I. ph.-n, ~ph .... ph .. 1r ,.,.,._..,,. rn .. ri<-J d..-.., .. ,._ on 

""'',.'"'"' ¡...·_ .\t 1r- l'Fl'..!••m,t.1h, .... ,,,.,., , .. ¡ ...... ,.,,, 
n·"'"' .-d .... , ... •·• t ..... ,.J- r....-1 ... ,n.-.-1n.- .. ,.p,.r .. n1 K_ ,,.¡., .. 
,,. .1,...,..-1.,, , ••n ... ,.1 .. , .. h;.,, 1 ........ .-...-j h .. th" h1¡,::h,.r Ir- l'Ef' 
ro•n•·.-nlr•l•••n l'h'"'n"lph·~phatr ,.¡,.,., pr .. duC"-i a <"••n 

•ud ... r,.hl.- d_.,, ,.__.in 1h.- "'''''"'"'"' \ -· ..... rur,. Fr- f'El" 
h.1• thr """"'"'"' .-1!.-.. ! .,1 ,j.,...,.,..,,.,n.ll 1h..- '"l•P.r.,nl \ ·-..,, ·~ 
c-an t- -n h, •••n>p,.rin¡,¡: 1h ..... ,.J,,.,..., ••í 1h1• param .. i.-r 
•• ",:.•, •nd ...: '· •n'-t tr- J•i-:f' '" th..- •l-..-nr• ni ph"'n"·I 
ph•·•J•h••r ·r-1. .. , .. ,,., ... i-...1h ''"""'b. i--n,. .... "" inh1h1t••f"< 
.,f thl" r .. a.-O••fl "' -1ur1111n.;:; <'•>ne., ni r•loon,. ,,f th .. .. uh· 
•1r .. 1.- '1oi: f'FJ' t~ .. - .. .,· .. r, ..._.,. d1d n .. 1 oh-f"'<:" """ 
<'h•n..-r• 1n '"l'l"•r .. nt \'-• ,,.¡,._ .... h .. n 1.,t,.J PF.P .... ,. 
u-rl ª'" th .. .,,..,.,t.1 .. ,.,,t,,.tr•r..- ~•mtl,.rt ... ii!.IUC'•- 6-phc-­
ph11IP •n<i ,---,'JI Pt-:J• •f1d ""1 .. rf.,..·t \"-· ... 1'-1 ........ h .. n 
,.,.,...,ffl """'h ,,.,,.1 r•EP ..... m ... n11onffi atw•.,.,. Thr r .. 11-:>n 

l••r 1h1,. .. ~p..,r•·n• d .... •""1'•'1•"\. ma" ...... 11 1- th,.t .. , -IU· 

ratina t"t'"l J·J-:1• 1 .... .,.r .. """al ...... h.., ... .,. _,.,,,.11noi: c-onc-... n· 
'''"''""" <>f ~1.: l'f-:J' ff0'1 "f Ir- PF:P for thr 11c-11 ... r '""d 
, .. il:"llillt••~ -..r.- ... r.- .. 1-·11, .. 1, 'T"hu,., thr µ,.__ne-.-,>! 1h .. 
.,,,,.,.,.,,_ ph .. •••lpr. ..... ph11•,. '" ... ,,c .. -.,., th.,. .-.,n ... n 
1,.11,.,r. .. •J-d "' 1h .. - "'"l-'1m.-nt11 h11d "" add111nnai 
.,,f ... t ''" th.- .. pp .. r .. nt \ ...... alu.-.. Fr- phrn\.·lphn,. 
ph.Hr ......... m-. '" 1- .... lo.::hth nH•r .... rf,....,, ...... ,.,~Jla1"r "' 
J•Fi' -.•rt-.,..,,, __ ,.,.,,.,,, •h•n ir- .. l'FI' on .,,. ..... ,. .... 

• ,.., .. , 11 h.t-. ,. " · "" J•r"""l'"' •"'1 .-ti..-.. t "" •l'l'<•n-nf J.._ .. n.~ 
i ~·· ,,.¡., .... -.. .,, ... .,t. ... HllJr .. t 1 n¡¡: ~1..:: l'EP c-unc-.-ntrft 
''"'"'"· pr->""n" ll'••""l'h"f .. '"' ,.,,._,. 1h.- ,.,,.,-u.,n ,,.,.,. .. 
tn••r.- th .. n rl• ...... n .. ,~"'" ,.J ... r" • <>fH'o-ntrlll•••rl ni Ir- Pf-:P 

r.1! ....... ,.,,. .. ,,¡,t •• -pn ....... n ............... , .. p., •• m ... , ... , .. 
.. r 1 t. .. l•r I" • ... 1 ••• ~1•- <"a1al•u•d rt..- ... -t•••n 1 ·.,,nll' 

!\1,. J'r J' • ••tnrl.,• "" th .. \,'.,r,ahl.- ..;,,,t ... tr,.r.-
"'' 1 ,.. .. t"••..-.1 f-,....... f>f-:J••".,nc.,ntrat•nn" 

... ~1;:; .. 
trlfft"''"'' 

11&.t 
"-:'11 .., 
.;¡.t 
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.-1c. 4. IA• J.Wi•i.-.or.1,~ ,:::::., :,, an<i, ..... ,...~- ••.•• '"'on•t..-

.-..- ...,"" .. ..-.1 p1.<.u. ,., .-•• • _ .. ,. .. ,,_ r ... "1 ..... ~1" ... _."'" ....... 
~•r.• .. -•t" c. •a. :>1and;:" 1-:. •• _.,. fr- J't:P •ti" ,..._,...,.,,.,.1 
~ .. r.a.-.;- ••. a.•at>d ,,...,.,.._. ••. ~· ..,..,.,., ,.._ f•-v,_.,,~ 
pho-v ..... •• ... ,_..,..,,,., .... _ - p.-ioc"'l-2 ,,..,.., •- ....-.d.I al h.!~• •• :-, 
and:ZO•• .•. ,..,.,,.,,.,._pfo:i•<O"•f>CW'nH•t.,• .. • 

'"""pluuo <>Í •101- nr 1nt.rrrf"t"t• from thr- rl•·••hl .. ro-· 
c:•p".cal pl<">I• •t .-..on•\..Ant fr- ••1-:J• .. ¡1,.,n,.t ph .. n ... l¡1h•-· 
Vh•t•c-nnrrntrato.,n• - ....... h,-¡_r~ ... 11•· •F1K •·"'· ""' '"' t•• 
t ..... ..:po:-.-~.-<' '"' • nun ... ,.,.,.nti,.: "' 1, .... 1••r "' l••r 11 h-.1-r 
bolo<.· nu&......i ,,.,__ 1nh•h••••r. d..-1-n•hn.:: "" whu h p•U"Kfll .. 
t-rrt•ron.,d<f.r....::l Aapr..d.,o;-1..d.11~,.1.,r-.and t ·.:i.1ntt•r 
c-rpt "'plou IO"• •trouw:ht hn•• wh._.n ploti-1 u111:1un,.1 th .. 
r<e<1pr•..ocal ur ph•n)'IPh.,.pha~ conc•ntrauon 1Ful :'>Al 
Ho-IP"•r. •anCIP th• 1Ptf ... ·tnr •l""'-• -1Pnu1 tu tnnrl to thlP .;-•H 
•llf'.•C •1t<P U• .om• •&t•nt. •nd. thus, can l-.h11••1P 11• " 
compopt1t1.,,.. 1nh1b1tor or th1P r.act"'"· • nunhn .. 11r r<:"\,.. 
loon•h•p t-t--n thlP r~1pr< ... 1tl• of thlP chan¡;i:- 1n al"t­
and th• •tff!'<tor concipnt r1tt1••n 1• t•• h .. •a¡-.·t-.1 at h1¡¡;h.-r 
pn1Pnyh•h•-t•h1tt<I' c<•nc•ntr•llon• ltutn th•- _ .. o.uo,..i 
t-"rum lhlP ~ondarv l / ~ 1ntrn:-.-pt and 1 / ~ 1110~ .,.pl<>t• 
w• d•tiprnun...:t a hnuttnll appa"'nt \·-· .. -alu• or 5 7 
,,.mol1m1n/rul( prut••n. a l•m1t1n1t "Pl"'r•nt K- .. ·a)olP of 
0.91 rnM at 1ntin1t..1P ph•nyiph•-phat..P C<>nc•ntr'"u""· anrl 
•n act1Yat1 .. n cunst.Anl. K •. of U :.!'.l mM ha• ohY1•....W th"t 
th•-"•llllU-dlPP"'Od nn th,. rnnc•ntr•ll•"n of fr- Pt-:P 11t 
-n;ch th .. y ...... ,.., rt...1..1PrnHn~ jÍ) :.!.~ "'""' 10 th• .. ca-1 

1-:tf .. ct uf F~"'" />F-P on l'HI' <ºori:><•r.c'.a....- .-\ctll lf·. 

Th., f1PIC'\.lhttol"')' r"I• •>Í ír- l'EP <>n l•t-:1• c11rt ...... 1,._ 
fU-\IYllY -•• •·onhrm .. d 1n a -iu•ralf' ...-1 .,f 1P1lJ-rtm.,nt• 
1n wh•c-h .,., n .. td -"·"'r,.I (,_ PEI' •·on._·.,rurat1un,. con· 
•t•fll .,h1l• Yftf,••nii: "-h• !'.,1l- l'EP<·onc•n1..ration l)ouhl .. -
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•·H-; !'lo .._..., ... .._""""'..._.,,,.,._,,.:i..a.-·•••...Sl/.:Jo•n~~ 
"-;1-••r.•• tt- .._.,P .. ••I .,¡f..- P-"•ti>t.o...pt..a~ ..,.,_....,,, ..... ,. •A• 
~L~~~"":'..=:::..-1...,_F .. \A.• ... t•\i•p....d..:-c..-fr..-t-~I 

r-·1pn .. ·,.¡ pl .. 1• ,¡.·,. t->J _.,.,,.. hnPar tr• h11th•rth•n ll 9'91. 

llf>p1tr•nt r.._ "ªIU<-• d..:-rPa....d. •nd appa,.nt \."-· "ª'~ 
.. i...:ht1" •n<f'IP•..-d at hrot and lh•n ckocr--t- th• cun· 
,·•ntr .. 11 .. n ·~f rr- Pl-:P •n th• •--v ~1utn wa" ra1-d 
.·1· .. t.1 .. lt 1 Altl-H>Ul{h 1h .... thrul\."ofth• •r"llY• ••l• r .. , {,.... 
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•·1G. "'· 1-....,n1 .. .-ov~•l Pl<-··f•n••••• ~.-1 .... ,,_ .......... "'•. PF:P 
.,., ....... u.,, .. ,.,. •• •- f••U•-•"• h•-S 1~ 1• .. :p <"•-nll"•t ...... • u .!3 
•••.o._-, oCI. n""" ••l. •nd 1 7(J 1':·1 ,...,. ~1-&ndard -• ,........,,..,_ 
-••• .. -. ••r-" ,...,. tt- t..- l" .. :J• •nd ~. P2.t' ro.....,..,. • ...,.._ .... 
-tuct<-•.-. .. •..-•••t>dK•o..<i 



E•f ... 1 .. 1 Fr .... t•F1· ..... rt ... hin..-• .. J•.-r•tt ... , ... ,. ..... 1 ·•··· 1·..:p 
1· ... .-t ...... 1 .. _ 1·,.1.hoz-J tt .. _.,,.,,, t _,,,,. '-!.: f·t-.1' 

• -,,,...,,,1 .. a •••h.-'• ••••hlr ..,.,¡_, ,,.,.., 

!'\1.c~· -"""'""'t...-.,,.,., I··- .... d .... ,...__,! .. 1,.. .... 1h.- ..... r ... 
h•.i:h .unt· .. rnr•••oll ••I th-- ,,,,._ n ......... \.-.1 •·• :,,.., .. , 1 h .. 1 ... .. 
1>1-:1' ruturrHr•1•"" t ...... ,..,. ,,,..,11 ••¡,, ......... h,! ... ~ ...... ""'.: 
:'1.1rc-1'1-:I' 1 ........ 1 ··I•- ''' ""tur<1t .. •n '" 1i. ... ,¡,;h1 ,,, ,,.. , .. 
.,.,, .. ,.,t.f.- ¡.,, 1h1., ¡,.,,,.., r..-... uJt. "''" .. ,,.,... "1,.f,:. ..,,¡¡ .. 1 
_ .. ,.. .. 1- po·-nt •ta huth .. , .... ,,.:h ,.,,.,,,...,,,,11•••11 ••• t.1n•j 
t•• rh ... .-,, .. ., •otr. thu .. , , ....... .-nt•n" th.,. .. n1 ... n1 .. l•·•U> t-
,_. .. """" full:- -tur•t-d ·rt. ... l•f••t.l .. m '"·,.,. ... , ..... -..... t ... n · 
cuun1.,, .. d onh· -h .. n •tu.-:1~ or1,;: thoo .. rf ... -1 ,.( tr .. .,. l't-:1'. ""<1 
h .. nc .. th .. cl11f.,, .... .-.... f·•un•J ''' th•• ...... ¡-•:t 1-1-.... n fr-
.. 1-_:p •nrl ,,h,..n:-lptu .... ¡•tu11 .. •.-.•mi>"' .. ·r,.t.1 .... 1 "'"d 11 • 
~plol• ol 101 ... ~-.·pt• .... d .. 1 .. , ...... """' •hr o .... b1 .. , .... •r• 
r......-al µl .. t ao:••n"t th .. c .. n• .. n''"''"" "' fr....,. l't-:1' ,...,, .. 
n.,nJ.n .... r tF1tc '7A and 7H• lt '" ""' po, .... ,ht .. t•• rru1k.­
-·unrtA.-.. r .. pl••U• ••Í 1 '.:& ... 1,,,_ ••r I '.:& 1ntO'r<f"ll1 ••l 1h ....... 
¡,, .. , cL1l11. ••OC• fr...- l•J-:J• .1 ..... -.. .. hn .. '" 1- pr .. -nt 1n 1 h ... 
a•-v m.-.fiurn. thu" 1h ....... ,.._.,, ... 11'-111 •• .r:.-r .... ,r ... ,,., 
'-""'"'111r .. 11"n .. ,,. n ............. .-.i... ¡,., kH>i.: 1·h .. , .. , .. , ........ . 

.,;,,.,,., 1 ti .. ,,,:.,,._ ••I «1'1'"'' '·' • ""•'·•'" • ·•• ... ,.. •l•·l 
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1/ [free PEP] (mM1·• 

tl<o,.. ttf .... •••fl•-l'Fl• .. n•r-l•l-.1",,.,....,,,1._..,_.,,,,...,,.,,.,., 
_ ...... ; ...... 1 ... 1. l'tl'•···~· .. •••• ...... '"' r...-...--1 ..... -.-t.o ..... 

:: ~ '"'-..: ~:~.:~I ~': .. ~·~ ::~;:~~-::.:•:;;-;~.::~ .. !::!.~,-::-.,, ~:.:.-.;..!~~ 
.¡,_,._, ..,.,_.,...,,.,,. •.• , 17"' ·, _...,.,,,.,,, .... tJI.,.,,._.,_ ...... ,,, , ....... _ ....................... . 

t-r •• r .. ,,., ,.t. .. n'I. l¡•h••-pht1• .. "'•h .. n 1 h,.. .t.nA 11r .. pl••tt ..... t 
.,. 1t. .. r ... '"""'rol ••I 1n1t1dl ... ,, .... ,,.,.. "'1t111n•t thr ""'°'''"'"""I 
.. 1 Ir- .. 1-1' "' 11!1 .... t '.'1.1.c ('J-".P •on~· .. n1rat1on ,¡.·,,.. -"A• 
th•• .,,,,.,,.,,, .. ,_, __ ,, 1h .... tf.....,-1 ••C rr- ph .. n.,.lph·­

ph"'" ,..,,¡ 1h .. 1 ·ol lro..- l'Fl'••n 1•1-:1•,-,.,1 ... , .... 1 .. - ,..,.,.,,.," 

"""il"' •tu ....... ,1,. - ..... '" 1''"0:'""""· \.\..,..l<t1n..: o·t ,., •.•·., 
tPl"•rt••I 1h;ot !\.111. 1'1-:l' 1unt l11•fH• ,.,. t~ •ut-trntr 01 th .. 
f•f-'.}' .-.. rt"'""'" ..... r.- ... ·11•1n. 1n •..:r-m•nt woth ••ur ,,.. 
.... 1t .................. lh ..... d1rl "''' .-:1 .. 1 ... -1 """ .. lf.-rt .. 1 , .. _ 
f'EI' .... th ........ ,, .... ftll ..... ro,..h .. t.I .. du .. t.• th .. , ..... th•I 
1h•" •• ,. .. d 1h .. tr- f•EJ' r .. n.-.. n1,.111on 1n a d1tf•r .. n1 
r<1n..:"' 1 ... m ru.-..· .. I•• .. ·ur"I.· .. 11n<I thAt th.-y u-=! a •U.ll!Ol•O: .. I 
,.,.,.,...,.,., uruot.J .. to , .......... 1 .. •li.rht haa• ........ "'plutt..ood th•1r 

<i"''" ,. ... 1 •• uhl., r .... 1pr1 ... ,.1,..,,f 1nll1AJ ,,..,.luc1ty ""'"""'' !l-1,;: 
l'EP •••n••·ntr .. 11nn And t"und ""' "••n11:I• •tr,.111:ht hnr. 
hut •• l-<lf:1h .. , ,¡,,.m 

/(,-.... , ......... , ... , .. , 
1;, .. .-n th .. , .... ,.11 .. <1 .. -·,-,t-t ,. .......... "'"d th .. rl•U• ..... ,.,¡. 

toh! .. 1n t h .. lot.-r•tur• . .., .. rt ....... Joi-1 • fl .. n•r•I r•pod PQUI -
lohnum ktr>Pl1r m"'drl lor th• m...ch11n1•rn oíth,.. ,....,..-t.1on 
-. .. 1 .. i..z . ...rt h>. l'EP .. -,.rhoxvlA- ,._um1nii: that 111 th., ~­
IOC\"'" ,,. 1rr ...... ,., .. ,n1~. 1111 lh• .. nrvm• p<.-- l-o 
thrJ,..r .. nt t>.J-• uf .. u-. wuh rl1tf•,...nt rat• o;-on•Utnt... l!lnd 
ci11f .. r .. n1 10fhn1t•"'" f.,r th• h,i-tond.- t:O..hc'" PEP. J>J-:Pan•-
l••ot" ... n.-S 1h .. 1r , ..... ,_.,,., . .,..,..,mplrt••I. 11111 th• b1nd1nrcuf 
"""'' l1J:Hnrl I•• .-, .... •1t• n1.,.ri1f1,..., th• hond1nR' ol hl(•nd,. tu 



1h ....... ,.,., .... , •·• ,. .t11r .. ,,.,,, kuvl .. , ... ,, .. , .. n•i .,,, • ....... n 

rh• .... .:h 1h .. ro· ... , .... t- .......... r,.1 .. ,1 ...... r ,.,.,·h •vi-'" 1h .. "'°" 
, ... "' ....... 1 ...... ,, .. _ 1 h-.......... .i .. ,- ... 1 .. ,., .... d .. J ... ,., ..... 1 ...... t 
1t .. J- kon .. ,,. .. lh •n•l•-1111 .. .,., .. t. .. t.1 .. ''""' .. 1n.:I .... ,, .... ·rh .. 
.. .,z,.rn- ,., ,,,..,.,_! .... ,. """!'" .. .,1,...tr1u,. .... 1' .. 0lf' .. ,...,, .. 
ltt .,, ' .......... , , .................... 1 .......... i.. .. , ....... 11 .. 1 .. '" ........ .. 
r .. 11n.: 1 ....... 1 .. ,.,,.1 '' ,,.,.,, ... ,.¡ ... ,,. ..... ,,.,,..d 1h .. 1 '', th .. '"'!•·• •··• 
d.•-.. "''' ,.,, ... 1 1 h ... l>tnd1n.c ••I li• -,J. • ,,, 1 h .. ,.._, tt• '( 1. • 

'", .. .t .. ,_,..¡ .. ," ,.f •h .. '"'""'""''"'"'""' th.- .. 1n .. r ~ut. 
.. ,,,., .. ,. '''"-.·. 1'1-:J'. ""º '1"- 1·t-:1•,_ Hn.J '''''•h .... ,, .. ,_, 
,,, th .. l,¡,; .. nrl- .... •h .. \_., .. "''' rlu ... !••!h ... r ... ·t !h .. , .. 
c·.,rnl'l.-1 .. 1" rl1tf.-r .. n• ,.,,."in th,.. ,,. ... ¡-,,.,,,.,...,h .. ,.. t--•·rn .. 
,.,, .. .t .. , .. ,.,.,n,nat <.tt;, ·1·h,.. ¡,.,,. .. ,,.- ""'""''''""' th111 ,¡ .. 
- rit- 1h .. n1 .. drl prnp ...... d. h" "'"· .. nd 1h .. ..:: .. n,.,,.¡ ,,.,., 
... ¡•>1111•1n I• •f l h .. onu ,,.¡ " .. 1.,.·11". 1 h .. h~ \'"•!h .. ! n ,.¡ c-.•n 
.. 1 ... nt ... ,.,.,-t •t. .. "''""º'" .. 1 .,,.¡,, .. ,. .... ,.,.,.n,..l t•• thrn• I•• ht 
1h .. "'"'' .. 1'"1h- .. ,,.,_,,,., .. "'"L ,, • .,,.¡, .... , .. •h·• ... n '" th,. 
""'-""'"' ·1·1 ... s•r-<1,.1, ...... f••·n• .• .,, .,, ... 1 ... 1 ,..,., .... 4 ., .. 1, 
1 .. ,, ...... 1 ......... 1 •i•u•u1 •t•'•~ .. 1 ....... 11 '"'" h 1 t. .. , .... u11 .... r , .... 1 
.... ,-........ ""· ......... 1- ........ t.~ • '''"'"""'"' lh .... ,.,_,., 
n1 .. nt•I pi"'" ""11 h • hr 1h•"""''11 ,.¡ ,,., .. ., 'rh .. , .. 1~ ul .. 1.-.1 
C"Ur'l.11"' ,-.,.,¡.1 """''"'"'"h t- ff11td., "' ,.,..,.,,t,1,. lh .... ,.¡,..ro 
rurnt•I ,..,n. .... '"'''" ,..,.,., 11~ h" ""'•ll ,.d¡u ... 1 .. , .. .,, .. ,,, th .. 
\..,n,.llc- '''""'''"'" ,.,,,-t ,.,, .. ,.,.-u .. n parArn'"I .. ,.., ~.,.-h ad 
JU""lm .. n1 _ .. ,,:.t t- .,,.,¡ .. .,.,ni.,.,,. .... ""' p, ...... n1 '"'"""'""1 
'" unl" , .. .i .... , ..... !h., ""fll•l .... 1 rn ... t .. ¡ 1tuH ,-,.n too·c• .. 1nt for 
lh., rn111n f .... ,.,, .... .,f thr , .. ,. .. ,,.,,._ ""' t" ••ht1"n qu,.nl ""' 

''""'"'"hit" .. f,., r.- .. ~·1, .. n í'"',."''"' .. '"' r·rnn• th .. n•Hn,..,,. . .,.I 
... ,.¡u.., .. ,.,.,.,i.tn.-..1 t•• lh,. -1 ••! '"''""'""'"· "''"'''"''hl<P wot~, 
'"''"'"'J,..r1'1H"n~l , .. ,.,.11 ... _.,,.,.,. •nAlo.""'"'"ltta·111,on• ••! 
lh .. J( .. n,..rAI """""'"' ,..,,t .tr ..... 1h..- t"ll""''"ll rn•11n c-.. n.-lu 
"'"'",.· t11 ·rt. .. a1hn11~ ··f th,. ~ .. ,,,.,,.¡ .. ,,,. l••t ,,ll · 
1 .. - '""'d ..... t- ..... ~ .. 1.- .... 1 .r..11 " .... i. 1.,,,.1~ •h .. , ..... 
,.,,('llit1t1•r rn••I ... .,, .. o l'l-:1' ••I l'l-:I' '°""'''0.:•l. nn•I t. .. ,,..-

tht• •ll.,. • ""n••t t ... • "l"l"t" o1.ll" ""''""'· l u 1 t h .. r .. tor ... th .. 
rn7""''" ,,.,.._,._ .. "r .. ttul•<T••n.· ,.., .. ftnd "" .. .-1,,. .. "''''"· 
1 11 11 th"'"'"""" .. 11h .. 11r .. 1 ,.,1 .. ,,.,.11.,., •ll .. , l"r fr-1'1-:I' 
,..,,-1 '111:·· , .. 1,,- ........ ,llh ,.,,, .. , ... u...i '" 1h .. 1 lor :'li.111: l'EI·. 
to c••n,.,.1 .. r th .. 1 .. n .. r th., l""¡ .. ,.,,. .. ,.1 '"uh .. trlllt> ni t h .. 
, .. ..,('t1<•11. Rfld 11\. 1 th• han•hna ••I L1.:11nd t•• t h .. r,.t[',llat••n. 
,.,t.., :v•rl•t.." nv ... i1h...d •n;r"m" wh•ch h•" ¡,,..,,., ""--1 '1K · 
1'1-:Pa 11nd ¡., ... .,, • .- .. t11h·1H· ,-.,no.1 ... nt th .. n th .. un1n,.•t1h-I 

1•,...,. •~"''" '"'""'" .. <>f PEPcnrt"'••" 1 .. - r .. n ""- 1- on1 .. r 
pr .. 1.-.t 1n hatht •>I 1to.,. ... ,.,.,,.," "''""h'"''"rn thHt _ .. ,.,., 

prt•po-.... 1n,;: h•r .. ·rhu,., ,.,. I'''"" "".J'"'" d1-·u~t. '"'' nu.d,..I 
••·c-uunlA 1 .. omu!Atl'•n• nol "'hown 1 for th .. P"""'''""' ht>O><•· 
tr••P•C" c••~P.-ro•11v11.,· '" 1hr h•n•lana ••f l'l-:1' .,.-_,....,_,¡ 
wh•n u1uol l•EP ,,. con,.,d,..rffi th ... VATIAhl• •ul ... t rAt• of 
1hr , .... c-to<>n "t c-nn .. t.ftnt ?"-1¡;:•· o.·••nc•ntn•t1•>t'lfl 17. r'I.. 101, 
,..,d (,,, th• .. t..-•l•"hn•,.nl of th"' c-"••p .. r .. t1v1t~ wh .. n ,. 
h1Kh ._ .•• ., .... .,1,.,.,, •• ,. .,r ,.,,...,..,,.,. ciitr .. , ..... t ' '''"' 1•1-:p •t--lf. 

,,. pr"-"t •h1tn111: th• """'"" j.:.. -:. "'· .fit11 1-. ... 111t. .. "r nl 
1:1Jo>.1 [,,.Jn•i th10I •h., <°''"'l-f•ll1"11" ir< th"' h1nd1nK nf 1'1-'.l' 
1n•-ro'"""'" "" th., h1lf"d '1K'· 1·••rH·.,ntT,.11ono. "' -·h1c-h 11 '"' 
dfot.-rnun .. d 1no.'T .. ,._,. L'"' , .. ,.cr1••n n10,.fr\ AIM> pT .... t•~-1." 

th1• rt"•••I• •t-,.1 , .. ,j.,,.. ••• th.- ,,.., 1h1tt lh•· ~"'"'J-•••ln 1 1" 
'"' m.•r•· .,,,.,i..-1 tn" ~ .. .,.:.- • .i ~ .. ¡,., ,,. •. ¡,. lo- 1r-1•t-.1'0·•,n 
...... , ............ ,..t lh•· .. ,, .... , ,,j .... "'-'"'"'"..: ''~-· '''"" .. " 

,,,.,,.,,. ... ,..,•h .. _,,,,. .. ,,,,,.! 1·~:1• ,.,,., .. ni•"'"'"", ... 1•• .i .. 
,, ..... _ •h• .. ,~'"'"" ••I Ir .... 1°1-°P ...;,HtHlffrl .. 1h., n .. .:.tl" .. 
, .... ¡ ... , .. ,,.,,, .. .,¡,¡1,, ... ,¡ 1,,, 1 ·, l'FI' .- ........ ,.1 ....... "' 1h .. 

t .. n•1• n.,! • ·~ ''.: "' h nn•••<l • • •n-• ""' l'F I' '"•O• rn1 '"' '"º 
·.:·~. l'.•, "'' ,,,,, .. ,,¡ ........ ,,~ .. ,.t.¡ .. h,. th .. ,.,.~Jl .. 1·• ...... ··h .. . 
....... ., .. ,,. .... 1 1·1-:1• • .,,1,.,,..,.,,. ... ,. oi ..... ·.-.t-d '" ttu- f>"I"''· 
,.,,,:i ""'" 1-· .,.,,.,1 ...... 1 t.,. .. ,,. ,.,. .. 1 .. 1 '""' ,.h .. -n• lu 
,.,f .. , 1. ,. .. 'ti.:· • ""' .. ,,1 ,.,, "'" 1n1·r .... - ........ ~ d.or,. th•• "''" 
, .. ,.,,.,,, .. ., .,f 1h .. "'h .. 1r .. 1 .. 'l.i: l'FP .... h.i .. th,.t .,, 1h .. 
ro•¡,,."<1l"'"' Ir.-.- lºFI' .¡,., ,,.,..,.. • ., T hrft'Í<>ff", th• pr"l"''"'"" 
..r 11 .... 1,11..-•i .. ,.1',. n ... ,..,,¡h .. ,,. .. it-... nrhnot" ,,r 1h .. ~nz\n1 .. 
f.,r '1..: J•f-.1'. t .... ,,,,.,. .. 1 ..... ,., ""d 1., ... ,.., ,.,. 1h .. .-.. 0 , .. ,.,,,. 

''"" ,,f ""~ ~,.h .. 1to11o· "'' r .... _ .. _ ,.nd ,,,..,. "'"""" li""'"'"'"'· 
... h.-n !tu• r,,~.¡ '"'"l lºFI• • ""''"""'º'"" '" haaih l"O•lll¡th, 
., .... ,h .... ,,,.,,,,"¡: ,.,,., .. .,,~,.,,.,n ... "' fr- l'EI• ,., .. t'''""' 
rnl. ""d 11.,. , .. ,., f ••·" , .. ,..,1 .. 1,. 1.-.I .,.,.,...,¡., t,.., 1h,. nu .. h11.-..t 
.............. t! •• •IJ'l-HrHfl<•• "' ,, .. ¡:,U1,,f't••M•f-T .. ll'-ll ...... 11 ..... 
h.,,.¡.,, ... J T h•- •• .... 1i, .... ~ .. ,,,¡ ,..,,¡,,,,,. <i•d ""l 1111<1 '"'' h 
...... p•·•"' •.. ,, .. "'•h .. 1 ..... 1 ... " t•f ,,..:. 'l \ 1 ()., 1h.- .. 11, .... 
h,.nd. 1 t. .. .,,,,.¡.,¡ l•t .. ,J,. t • 1 h,.1 how;h rr .... l'EP. ¡•¡..-;¡• """ 
l""· "'· '" •• '""' h ¡,. .. _, .. ,.., ... ,.,, h1¡,ch '111' 1un C"On<·•nltA · 
11•••1". ,., .. 111h•lut••n. '" ~.,t. .. ,.1ur .. 11ni.t '-1tt l'F.1-' ~.,.,, ... ,. 
tr'"'"'"" t .. .,,.,, .. ,. ''' •h .. l•••n•'"''"" •1f n•1npnoduc11" .. 
c••rn1,Jr:o.- •hr••u¡,h 1 .. n<11ni: ''' th'l' ... ·t¡,.,. ''''" Thu>< 1h,.. 
fr .... -1-• '"'" ,., .. ,. t ... h.n .. ,. ... ""'"I'"-'''''""' 1nh1h11"'" IFa.: 
..!I~• Tho• · · """'"'r>t11••r> •••n..: .. ••I lh .. fr- l'El-• 1n 1h.- ,. ... 
'"'"'" ,,,,.,j,,.,., .. ~ ... .i '" '"" ""1-ronu·111 ... ..,,..,. .. uch th•t 1nh•· 
1>11 ......... ,,~ ••. " .. i. ............ , 1,.,1 ,, - ...... 1-r---.I '" 1h• ... ,_, 
1rf><•u1 ...... ,.!, pht•n,.l¡ 0 1; .... phH1,.. ,,..h .. n ..,., .,.,..,j l' In ... 

•·!\•"•~'' ~"f,_, r••••· , ""' • "' •. ,., .. ., '¡.. •.: .:-\. • :->111.,l.tth. " 
h,, .. , ..... ., ~··1~·•• .. .t •h.11 h1..::h •''"""'"'r"''""" ••I .,,h .. r 
lo.,,.,_,, "' • , ... ,,,.,,., ... ,.·h ,. .. ..:111•·,.- •; 1•h•,,•1•h1t1,.. 1 1111, 11ncl 
1 l'h•·•pt ... ~1 .. , .. ftH'l' • ..!'<' .., hi< h l''"'"""~"l1lv hond 1<1 1h .. 

"'"'" .. fO'l>!"'d,,.,., .... ,, •• ""'1 '"" 1 .. .,_, .. ,tl('n1 In th"' ,.,., .. 
t~'1• ""º "•,¡,.>ro·•• !•fo:!' ,ond ph .. n~lph'""l'h .. 1 ... .: .. U-Hl· 
h,1,,,,.,,. 

Al pr ..... •nl .... ,. , . .,,, ••nl• ol"I,,. .. ., th .. ¡>h""'""''to..ºH•ff) '"'"' 
n•tu· .. n•· .. •·I • hf' .. ,,-.. ,., "' ''""' }'El' ••n l"EP c111rh.-.:1:yJ",.... 

"''''"''"· ........ .,. ,-i,, "''' ""''"' l••r , ... rt..,1n t},,.. cunc-,.ntr"· 
1,.,,..,.,f fr .... 1"1-:I' ,.nJ1h,.1 .,f1h., ,,Jot 1"1-:l'rnmpl"'s p,... .... 
,.¡ .. .,, '" • ,, ,, •n>.-i<Pt lh•• •hrt .. r-nt .. .-.•·1TonmPr<t..ot.I cor<d1· 
'"'"" t•• -h" h th .. ¡1l .. r11,. ,.,., "UhJO••:t-1. l"rotu.hlv. 1h .. 
"""'' •rnf"•M,.nl ilnrl rl.r,¡••Íc .. nvarnnrn<!'nt..al t"h•nilP" t•• 
... h1<"'h th~· ¡1!11nt ''" ... i .. ,-.1,.,. .. tho- hrn,u;r:ht "l><nn b~ 
thP dturn"I • h"nll .. ,. in dlurn1na1"'"· wh1c-h o0...1•>11 ... lv 

h,.., . ., ""'' .. ''"''"'"""' rt1'1·0.·1,. "" 1h ... phol•.,.Vnl h•ll(' pro-
' ........... ·1·1.,, .. ,, , .. k,,, ...... •h .. • """' ..... , .. 1•. d1k1n,.,... .. ,.n 
SAl)l'l-i 1n,..l.11,. .J .. h,.<lr••w: .. 1"•-... ,.,, ... m.,• th .. t pt"'<:"~"' 

11n•:l l••ll••"' 1 'FI'• nrt,.,.,,.¡,,_ 10 1h,. <-. p•lh'"'·""· "'"' liKht· 
.. r11,,1tt .. •:I '-4 .. , \\, 1th , ..... , ...... _.,le• l'EI' ""rh•JZYl .. -.1hPoh-
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• °"9•-• .,,...,_....,., ••"- •-•...-! '" •h• ..,,,.....'-"'"'"'T .. hf "'•t... "'•l-r•~•nal .--ul~• •"'" 0:'' .. ., •ll 1 ,.¡,¡ .. I' \.•h- ¡,.~ ,,_ ,,.._,, "'•n•••t>._.. 
....... 11. .......... "- , .......... *"·· ': ...... ( ...... """'' .............. '""'" Jo>'. t,' • ,, . "''"'· \. l '. \_ ' ....... 1 '. _,,._. ~ ..... \. ' ' ...... ~ \. -~ 
-.-. -.. .. , ,.,,. i. "'""' un.n ... \. _ ........ ....,.1...., ...... ._.t . .,,,., "'' p,.. .... , .. 

~\ ofth1" "tud-... •\h .............. nth t-n found lh•U llll- ,.Htt.,. 
uf ,.c-r1"1.·,.t1un ,,. "<•ht-·to·<.11 \o •lu ... n-t,,.1'm "'"'IC'-d"l•on h'lo 
ha,ht 1 \11. -4 l --l.H. •11<1 th1u pho•J•huryl411uon . ...t .. ph .. ., 
pho~·h1t1un ul \he- •n~-.u~P n•nlr..·ul<!' rn.-d•"'-- thu• 1'0"K'U· 
hu1on t•• _,.-;, Ho_,...._,..r, thP pat~nt •1f thP l11tht·,.•·t1'-"· 
hun a.nd d...rk •n.,c-t1"' .. unn found., altl'>QURh to11(T11t1.rant. 
1-. nnl •" 1m¡. .. ,n .. nt ,.,. -""" Ps¡_.r::-t~i 

\n 11:"•111( f,..Hn d.Arkn ....... to h11h•. a "'"r\c.-..-t. 1tl<'l'P•- on 
th• •\.-·n•h .. •1-. "' l•t-:1• ,,. <>tll.1un.-d thruu)lh th .. h¡i;ht a<·tt· 
, .• ,, .. n ••f , .......... , ..... , ... /•. dik•n"- ·rh1• 1ncre,..,.,.. "' •uh­
"''""1Pc••n•· .. n1u1t1••n V.»•1\<l CM•l- "'" •ne"'T'•A- 1n thf" rPAC· 
tron '"''"uf""' pn7,.·m .. thet ft>ll()_,. :O..tu:h .. ~l11•-"t"n1,.n 

'k1n .. l1<-" tl .. - .. , ..... ~,.,, ... ,.,,R \'El'''" th .. "' .. 1 ,.uh.ur-at• 
••f th .. r•A• \1•>11.,. ' .. 1H·.,n11t ... nt 1nc,..,....- 1n 1-h-e- """t\•lul• 
,, .. ••t '-\¡¡:'' -· .. 1l•t ,_ n*'<"•" .. "~ \o ,.,,_.,,.. . ..,\y uu:-rip.a-
1h..- •Uh•tr"t°' , . .,.,, rnlr"l1on. ufll•- th .. f~ nu•U\l \Of\ 
runc .. n\rfltion '" -.-tt •n .,.._._. .. ,. .. •~t th•flt or fr...., l-'fo:P-. Th .. 
11u1rr pn••1tnllt"' -~n•• "''"'""" \lnllk,..1"'·. ie•v.,.n th1tt "'""'. 
•>t th .. an\r"~'"ll•Jhu m .. t,.t-...lct"'• ch•l•tll!' rn,.t.al u•n•. ln ..,.J. 
d111nn. th'"'"' ,,. "" •n.lu·-Au .. n th .. t "'º" 1n._.,..,...,_ "' !\-1i;c:~· 
h"'PI'"'"'" 1n lh ... ._.,.H•ph,..,tn .. 1 thr ni"\-\ 11f 11lum1nat1un 
Thpr.,lor ... ...,., th•1•k th ... 1 lhP •·••O<-"f"Olr .. tu•n of..-!o"'"topl••· 
uu..- fr- "'1K:· n ... ,. ~ ln"" ""d lun1llni::,. Thu•. th• tn· 
c-r.,,.,..._.j produt:tu1n ••Í l'EI~ ....... uld tn1t1nly hf'tn¡t 10.t.oou1 • 
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,.¡_in 1h .. fr- Pf-:P '"'"""''"· and lh,p,...(orp. a qu1ck anii 
•>1te-n••"'• 1ncr'"'•- 1n th• rr11<.·t1on rat.P. "'""'" lhouw:h lhr 
Je-,,..e-1 o( th• •uh.,1r11tr r•m111n10 con,.LAnt or •hi(htly 1n· 
Cr-Pll-. In •dd1l1un. lhr phoapho,....l•Uon uf the- •nl!'ym• 
n1ul""Culr 1nduc-e-d b ... ha:ht mu•u atf..ct ll.a -n111Uv1ty to 
fr- f'Ef'. aA (uund 1n tht" ca- uf OflUC•- 6·ph<Mph4lt" 
1-41--4:1•. wh1ch wr t-h•vr h111<1A tu 1h• -"""' ~11'.'\Jl•too· 
""t" h1 th., <iArk th• pruduc-uon oí f'F.P h" pvn..ivat•. /', 
d1k1nt1- 11111rr .. ,.t.....:t. r•ault1na: 1n In• fr--f'F.f-" anoi :'1-11(­
Pf-:J• cono .. n1r11tu1noo c·.,n-1u•nll\'. lhr 11thn1tv uf PF.1' 
carhollyl11- f.,r 1tA ""h•tralr 1 !'lf,,11(- f'Ef-"1 w1ll he- vrry lu ..... 
wh"·h l••K"'lh .. r ""'''h 1h ... low ,.ut ... ,,,.,,.. C"••n.-.. ntra11on ...-111 
r..-..ult an a~ ort•JoU·. '"'"' 11~ .. 1•1-:I' 1·11r1,.,,.., lot .... duru1.,: 1h .. 
n1i(hl_ In lh1,. '"''"" t .. olh •t"la"auon p.-...:- ... •-•. lhftt nf py· 
"-l••fttr.I', d1k1n..- and uf l'Ef' C•rh-•llyla-. allhoul(h 
IA.lun.c f'h•c .. 1n d1rf•~nt crllular cnmp...nn•rntJO. -•11 '""'° 
"Ynchr••n17...-I 

<Jh.,·1ou>1h·. 11 ,,.. n ... -..... ,..,.,...... l"" '""rr:v ou1 n•""' ,..,.,_,.. 
m~n!A tftk1nK 1nto IOC"o·o•H•I !h,.. m...-;hftn1 .. m of rr•c11nn 
,. ... pon.....t h•r• t¿• t•ontirm lh4" l1""' hypoth•a111 and 10 prup· 
.. rh· "'""Ju,.tt"' lh• r>1t•nl uf light •t·t1\.·10t1un and d.Ark-•n· 
"''11'1.llll••n ••Í th1,.t-nz ... r11• 

Af'f"t.Nl>IX 

M.uh.-on .. 11 ... 1 O--.np11 .. ., oír t..- K,,.,..,. M ... t .. 1foo1h<- f".t:.P 
r~rh<>•"'..._-k.-.. ,.,.,., 

Thi• '"a a-en•r11I m .. ..t ... I fnr •n 11!10Rt.t">ric t"'nzym• -llh 

th•t bnth .. u .... n ....... 1drn11cal 1n1r1n .. 1c- d, ......... , .. rion c-on-
•t•"'" fur 1h .... uh•tr•t .. IK .. 1. for th• mO!'t.al 1K.,.1. and for 
tht"' •ub .. tr•t• 11nalo¡¡: 1K.,.1. Th•- con11tftnl11 ar• mulu· 
pht"'d hy 11µpr••pr1•I• fa,-1,,r., that •ccnunt íor theo ~tf•r· 
.. ne•" •n athn,11..-,. f1>r lh•- l1¡.¡:11nd11 ti..t--n thr t-a ,,c ..... 
Th .. _ íactur ... call...d h)-· llll 11thn1ty ratio-o. •Ir• / 1 • /,. and 
Jl, for :'1-1..:'' '''"'"· JOUb .. tr11tt". and •ct1 ... ·11tur. rto,.i-•t1v .. h.· 
In Hdd1t1"n ,., ..... mav IH!' ,.,,r,...·t...-i hy 1n1rru,·t1un l•t·to,.... 
whu.·h IOflf' nu1r1 .. r1r•I '1.a]u..., ••r>r-•1n11: thP l1n1r• thnt 11 

du1 .... ...-1.,t1un ,-,,n•ot•nl d .... ·r•ft-• or •nc-rr•-"' ""ar-uh 
..r thr 1n1 .. ,,.,., ,..,. .. "'""116' -hrn mor• 1h11n """' l111u1nrl '" 
h .. un.-t '" th .... ., .. ., n, ........ ,. ·r .. h1 .. I'\" 1 ~1n11lorl" ...,,. hn~,. 
., ...... n, .. .t •h.•• .tll ,¡, .. pr.,.¡.,.,,~,. ,..,,L~l1• .. lia:•on<l , .... H 
µlr•r" h,.~ .. '" ....... n1to , .• 11 .. ht°' <'••n .. uon1. whu·h .... h .. n 
otppropr110t ... ,., n1ul11µl1~ h_.,." ., .. ¡,.._-uv f11c1or to act·ounl 
f.,r th• d1Jf.,.,. .... , ... ,. 1n C'al•h"'l•C- •lhc·•.-nr"· bC'lw..,..n thf' 
, . .,,..,..,.,.,..,,n<t1na: .-nzym .. - l'K'""d t"••m11l•ll and 1h .. rrtrr· 
•n•· ... cun•J•lt"'>1 ,¡..;,... .... ,, ,_.,. 'l·ahlt" Jll) Th• modo:!'I c-onou<i· 
•r,. .t!'> 1.t.1f,.r .. nt •nz"·m• -l•AtAndJo <.:••mplr••" and tht!' c-on 
,·.,.ntr1111on ni f'Ol•'h ,.,.n t ... J ... _..rit-d h"' thp LIJO• of th• 
t."t•rr~•JK>ndina: ·•~ .. ,,.11 .t .. ,,.,.._.,,.,, .. n cnn01tant ,.._ T11hl• 
1111 For 1n .. 111n•·• . ..,.h .. n t•un,.ui•rrntt" th .. complr>1 Ml-:y¡,.. 
"'"' 1nlrt>d11<.·.. lhr ,,., . ._.,.,.¡¡ d.•~1("1at1•>n 

k·,, 1-..·;;,.n,· .. t·urr .... p<•nd1njl( I•• lh• .,.,111l11Jr.urn. 

Mf:..-. ... t. 

two d1tfrr•nl 1nt.Pr11rt1ni( .. u .... •. t,..11h 11hlr u.. h1nd S lf~ wh•r .. n.·,, ,,. .. d1mt"'n,.1nnl-11 nurnb.r rnm~.-..d of th• 
.. ut...tr•t•. l'Ef'J. ~t lfr- m•tal coí11c«>r. Ma-'· 1. A lfr..,.. produ•·t ol ttfl .. rhnlly •nd 1ot""r11ct1on f11c-tor" •PPt""•rÍnlt' 
,. .. 1..,.tr11t .. am•lol(. f>h•nylpho•phRtoPI. M-S fcompl•a of wh .. n th1• "'"'""' .. hK•nrl• •:umplC''I ¡., forn1..-d !Table- IV t. 
m•••I and .. ut .... trat•. !\.1it-1'1-:P1. and M-A CcofnplP.ll oí 1,... K,, ... ¡,f . .f·f~f,.,. f, ~ ... •nK th• r11t10 of th., alhnitY o( 
m•t.AI and •ut-trJOl• 11nalo11:. !\111:-phrnylpho•Ph•U•). For th.- ri,....1 ,.,,., '" th .. 11t11noty uf th .. -cund "ll.P for thr f-. 
th .. •11kP of 10l111phc1t:-o· th• mod.,J '" d.-..c-rtl-.il '""'"un11na- m .. tal; /, t,..1n¡: • factor 1h11t ~llpl•1n11 th~ •ddit1onal 



h1n<l1nc •lr•n .. .,_h 1o,..•011:ht .. to.out h .. - th .. "•muh•n-·ttu, 
hon<lon¡¡:u( S •nd !1>1 '" lh• hr .. 1 .. 11"'./· .,nd /. •-•n,.: fat.·ton. 
... h,.-h , .. ,.r .. -nl 1h .. 1nh·r•o.·t1on" 1h•t •Ps-•r t-1--n 
th• rn..-tal h<..und lo• lt'H• ...--ond •11• and, ,.,..~,,,..,1, ... th• 
m.-1 ... 1 •nd 1h• .. ub•tfOll• p~nt '" th• fir'91t ••U•. •n<i n· 
n•dlv .. /, ... ac-c .. untan11t íor an additH•nal ch•n~ .. in th .. 
hind1ntt ,.., ,..nl("lh d•- to th• •&ml.llt.lln~ ....... pr.--n._"" nt !'.t 
at th• h~I •ut• 11nd ~tS at 1 h• .....:-ond ••t• 

Th• tin•l .,..q•i1•t1nn ohl..,1n....-! un•t"'r thr '"l"''rl ~·11l1h­
r11.un ·-urnt>11on '" th• '.'.t .. _·ha .. h•-!l>t .. nt•n r.1r1n •• th• 

\-_.. l~l !MJ f1 

~." ,::::; K~ ·'·~ ~ 1si 1~1-,-·:;..-:; "' 

-.hrr•; .. (Sl/K,.. - "" 1~]11' ..... anrl •• .. IAl/ñ.",. 

In 1h .. ,i.< .. 1hl .. ,_.¡JH""'•·•I r .. rm. u-1n1C th• m•tftl .... 1-1 ra1r 
,.,,.h,:,, .. t.••u .. 1ant 1,..,.1. 1t t ... .._.,,ITH",. 

- ~ ... _~:: __ ,.. ... -~:~ . - .. ! - • - .!__ -~ 
\"-· 11 IS - :'1-tl \·_, 11· 

-hrrr f> '"' th"' d..n .. monatnr ínr •In~ and 1n1rrt.·•pt í.c­
"'~ 1F,.., ¡:1¡1_ ..... , 1• lh• num•r•tur ínr th• 1nt•N:"<Ppl f..c­
tor 1t-::.1 1 & J 1. •nd ....... t• th• num•rator (nr thr •lo~ íactnr 
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THE pH DEP'DlDDlCE OF 'IHE RECUl.-'TION OF KAIZE 

PHOSPHODoiOLPYRUVATE CARBOXYLASE BY FREE PHOSPHOEHOLPYRU",¡ATE. 
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l'fuf\oz Clarez. 
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\Je lnvest.lgated the effect of free phosphocnolpyruvate (PEP) on 

the apparent klnetlc parameters of the rl"'actlon catalyze<l by 

phosphoenolpyruvat.e carboxylase. purlfled fro~ ~alze leaves, over 

t.he pH range 6. 4-8. 8. St.eady state lnltlal veloclty studles '"'ere 

conducted uslng Hg-PEP as t.he varlable substralc al saturallng 

HC03 and several flxed free PEP concentrat.1oros. At any of the pH 

tested, the data were conslstent. wlth a klnet\c mechanlsm íor thls 

reactlon ln whlch Hg-PEP ls t.he preferent.lal substrate and free 

PEP an effect.or t.hat can blnd to both the regulatory and the 

act.lve sltes. The Jllaxlma eff"ects oí free PEP were observed at pH 

7.0 and 7.3. where ralslng lts concentrat1on from 0.23 to 3 mH 

caused two- and flve-fold decreases ln apparent Vmax and 

Krn.(Hg-PEP), respectlvely, and two-fold lncreases In 

Vmax/Km(Hg-PEP). Changlng the pH of" the ass;iy media from 7.0 to 

7.S brought about similar lncreases ln these parameters at 0.23 mM 

f"ree PEP, and two-f"old 1ncreases ln Vmax and Vmax/X.m(Hg-PEPl at. 

3mH f"ree PEP. The Vmax and Vmax/K.rn versus pH proflles showed 

several lonlzable groups. presumably hlslldlnes and cystelnes. 

lnvolved ln catalysls and/or blndlng elther of t.he subst.rate or 

t.he effector. tnt.erest.lngly. lncreaslng free PEP concent.ratlons 

resul t.ed ln shlft. of of" the pKs observed ln the 

physlologlcal pH range. The posslble relevance of these data ln 

the understandlng of the Jn vJvo operat.lon of t.hls photosynthetlc 

enzyzne ls here dlscussed. 
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IUTROOUCTIOH 

Jt ls known f"roll'l in vltro studles that the íollowlng klnet.lc 

propert.les of" the photosynthetlc enz:YJne phosphoenolpyruvate 

carboxylase CPEP carboxylase2 , EC 4.1.1.:ll) from malze leav:es are 

pH sensltlve: l) the Km values ror PEP decrease and the Vma.x 

lncreases as t.he pH lncreases from 7.0 to a.O {ll; 2) the klnet1cs 

oí saturatlon by PEP shows homotroplc posltlve cooperatlvlty al pH 

values around 7.0, whlle it ls Hlchaelian at pH values around B.O 

(1,2); 3) the extent of actlvatlon by glyclne (3,4) and Gluc-6-P 

(4-7), and or lnhlb1t1on by rnalate (5,6,A), were lower at pH 

around a.o t.han at neutral pH; 4) the pattern of malate lnhlbltlon 

changed from competltive at pH 7.0 to non competltlve at pH S.0 

lB). 

However. only a few klnetic studles on the enzyme almlng to detect 

the lonlzable groups particlpating in catalysls and blndlng of" 

substrates have been reported to date (9-12). From these studles. 

lt has been suggested that Vmax was pH-lndependent over the range 

6. S. -10 {9-11), and that group( s} or pK about 7. 5, probably 

lmldazole (10), and of pK about 8.S. probably cysteine (12), are 

lnvolved ln t.he blnd1ng of PEP and Mg. 2 . However, these studles 

were performed uslng total PEP as the variable substrat.e and 1ow. 

f"lxed concentrat.lons of Mg• 2 , there were not saturatlng 

condltlons throughout the pH range. Slnce we have recently t:ound 

t.hat malze leaf PEP carboxylase uses the complex Mg-PEP as t.he 

pref"ercntlal subst.rate, wh1 le f"ree PEP 1s an ef"Cect.or of" th1s 

actlv1t.y (13). lt. seems neccssary to relnvestlgate the ef"fect of" 

pH on the klnetlcs of th1s enzyme uslng ln the lnltlal veloclty 

assays controlled concentratlons of Hg-PEP and rree PEP. Here we 

report a complcx pll-dependence of t.he PEP carboxylase 

actlvlty t.hat t.hought bef"ore. and dlscuss the posslble 

1.mpl1cat1ons of our flndlngs for t.he Jn vivo regulatlon nf" thls 

enzyme by f"ree PEP and pil. 

ZAbrevlAllon• 

carboxyl•seo 
PEP carbo•YI••"'• phoapho•notpyrU"ll'•t.• 

pho•phoenolpyrV"ll'•t.ei EDTA, 

et.hylenedla•ln•t.etraeet.lc •cid; Gluc-6-P. 9luco•• pho•phat.•; 
PACE:, polyacryl-lde qel el .. ct.rophore•le; PEC polyel.hylene Qlycol; 

PlPE:S, Plperazln•-N. N' -bla 12-•t.hane•ul l"onlc •CldJ; SDS 0 

dod•Cyl 
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MATERIAL ANO KE:THOOS 

ChemJcaJs a.nd bJochemJcaJs 

PEP lcaonocyclohexyla1U1on1ui. salt). P-NADH (d!sodlua ~lt). porclne 

heart. aal le dehydrogenase. rabblt auscle lact.. \r: dehydrogenase. PEG 

{average niolecular "6l 6000). P!perazlne N. N b\s 12-et..anesulfonlcl 

acld (PlPESl. ~nzaJRldlne-HCl, 2-mercapt.oet.h.~nol. and insoluble 

polyvlnylpyrrol!done {average JROlecular wt 40.000l were purchased 

from Slgtna Chemlcal Co. EDTA {dlsod1um salt.l and trlethanolamlne 

free base were from Hercl<. Sephacryl S-3-00 was frora Phann.acla. 

Hydroxylapat.lt.e Blogel lgrade prot..eln) frora BloRad 

Labor;;at.orles. All ot.her chernlcals of ;;analytlcal grade were from 

st.andard suppl lers. 

PEP carboxylase extraction a.ne! purirication 

The enzyme was obtalned from leaves of .alze { Zea rnays L. c.v. 

Chalque~o ) groWTJ under the condltlons descrlbed prevlously (13). 

The lsolatlon and purlflcatlon procedure were reportea ln the same 

paper. The PEP carboxylase preparatlon obtalnerl had a purlty of at 

least. 95~ as determlned by SOS-PAGE uslng Coomassle Brllllant. Blue 

as staln. and had a speclflc act.lvlty of 10-13 µmol/mln./i:ng of 

proteln, as determlned by the standard assay d~scrlbed below. 

PEP CarboxyJase assay 

01.Jrlng t.he course of enzyme purlflcat.lon. PEP carboxylase was 

determlned spectrophotometrlcally by the standard assay al 30°C ln 

1-ml reactlon mlxt.ure contalnlng 100 rnH tr\ethanolamlne-HCl pH 

8.3, 11 mM HgCl2, 1 rn.H EDTA. 5 mH PE?. 0.2 ft'oH N~DH. and 4 unlts of 

mal le dehydrogenase. Lactlc dehydrogenase was not 1ncluded 1n 

t.hese assays slnce durlng the f1rst. steps of the pur1flcatlon 

procedure the phosphat.ase actlvlty does 1nterr~res wl.Lh the assay. 

For the klnet1cs experlments t.he assay mlxture was slmllar to the 

one rnent.1-oned above. except f"or the follow1ng: 1 l O. 024 unlts of 

PEP carbQxylase were used ln al l the assays: 11) we used 100 m.H 

trlethanolamlne buffer over t.he pH range 7. O to S. 8, and SO mH. 

PIPES buf"fer. adjust.ed wlth t.rlethanolarnlne to t.he deslred pH • 

over the range 6.4 to 7.0; 11.11 2 unlt.s of lact.lc dehydrogenase 

were al so lneluded 1n the assay media~ and \.v} the enz}nl:le was 

assayed al several Hg-PEP and free PEP concentrat.lons, calculatcd 
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aL each pH using the reported stabillt.y const.ant.s (14) and a 

comput.er program described before {13). The lonlzat.lon const.ant.s 

f"or EDTA. HCO:i-. and PEP were expressed as overa 11 stabll l t.y 

const.ant.s ln order t.o lnclude the concentrat1on of' H• lnt.o the 

calculatlons. Thls procedure was pref"erred to t.he calculallon of" 

apparent. stabl l lty constant.s for the 111etal-l lgand co111plexes at. 

each pH f"or two reasons: lh"!' same ov'!"ra 11 stabl 11 ty constant.s are 

used at any pH consldered. and the dlstrlbutlon of prot.onated and 

nonprot.onated metal complexes and free specles f"or each conipound 

al every pH are glven by the program. The lnltlal veloclty st.udles 

al t.he dlfferent free PEP and H+ concentra t. lons were conduct.ed by 

varylng Hg-PEP concentratlons over a speclflc range relat.lve to 

each apparent. Km. when posslble. Al pH values. t.he 

concentratlons of" total Hg requlred lo glve saturatlng or near 

saturatlng Hg-PEP condltlons whlle holdlng low f"ree PEP 

concent.rat.lon were so hlgh thal lf lncluded ln t.he assay medlua 

the lonlc strength would have been unreasonably hlgh and t.he 

calculatlons or the act.1vily of" t.he lonic specles uncertaln. 

Thererore. we f"ound experimental l lmlts to the concent.rat.lons of' 

free PEP and Mg-PEP that could be usP-d. Buf"fers agents were chosen 

because oí lhelr lo..., ablllty to chelale metal lons {15). To rule 

out any eff'ect. oí the buffer. the expcrlments at. pH 7.0 were 

performed ln dupl lea te uslng the two buffers. The pH of t.he 

solutlons was checked befare and after t.he measurements. 

Proteln determlnatlon 

Prot.eln was dctermlned accord1ng to a modlflcat.lon or t.he mct.hod 

of Bradford (16). pr<:.!Vlously descrlbed (17). 

DetermJnatlon ar th~ pH stablllty or PEP carboxylas~ 

To det.ermlne the st.abl 11 ty or the enzyme over t.he pH range al 

whlch the lnltlal veloclty experlment.s were perf"ormed. 0.024 unlt.s 

of PEP carboxylase were prelncubated at. 30º C for f"lve mlnutes. 

the tlme usually requlred to períorm t.he assays. ln t.he whole 

react.lon mlxt.ure cont.alnlng O. 2 or 3 mH free PEP and ln t.he 

absence of Hg2 •. Aít.er S mln prelncubatlon. t.he reactlon was 

started by t.he addltlon or t.he approprlate amounts of t.ot.al PEP 

and total Hg to glve final concent.rat.lons of" 3 mH free PEP and 3.3 

mH Hg-PEP. 
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Data analysls 

Apparent Vmax and ICm(PEP-Hg-) values were obtained E"rom double 

reciproca! plots by weighted linear regression of the experimental 

data. The kinetlc constant.s thus obtalned were fl lted to the 

klnetlc model f"or PEP carbo>cylase by nonl lnear regression as 

descrlbed by Canela (18). The klnetlc model used was essentially 

t.he one previously described by us (13). but ll was slmpllfied by 

ellmlnatlon or t.he equlllbrla that representcd the blndlng or Hg2
• 

to the regulatory slte. slnce. as concluded ln the above clted 

paper. these steps do not take place In the PEP carboxylase 

reactlon. The rtnal veloclty equatlon obtalned for the slmpllfled 

model ls the f"ollowlng: 

(1) 
(ICM.g • KPEP • Ko) • Ns + [Hg-PEP-J. Nr 

Where KMq and KPEP are the dlssoclatlon conslants f"or Hg2• and 

PEP3-. respectlvely. and Ko ls the overall stablllty constant f"or 

the Mg-PEP- complex. D. Ns and NI are gi ven by the iol lowlng 

equatlons: 

The meanlng of" the other parameters lncluded in these equatlons 

glven ln the prevlous paper (13). The indexes used here are 

the same as beiore to avold any conf"uslons. 
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RESln..TS ANO DISCUSSION. 

E:fff!!ct of pH on the .RegulatJon o( PEP Carbo:rylase Actlvlty by Frf!!f!! 

PEP 

\.le have prev1ous1y reported that at pH 7.0 free PEP 1s an eff"ector 

of PEP carboxy1ase. decreaslng apparent v-• and K.{Mg-PEP) values 

(13). \.le"º'"' lnvest1gated whether thls regulatory role of free PEP 

operates also at other pH values. Steady state lnltlal veloclty 

studles were conducled over a pH range fro111 6. 4 to S. S, uslng 

Hg-PEP as the variable substrate at saturat1ng HCOi and several 

flxed free PEP concentrat lons. Al together 10 experl,.ents were 

performed. ea ch co"'prlslng dup11cate assays at 

concentratlons of Hg-PEP at each or flve concentratlons of free 

PEP. All reclprocal plots wr.re linear (r 2 hlgher than 0.99. data 

not shown) and gave patterns that lntersected to the rlgth of the 

ordlnate and above the absclssa. R.cplots of the apparent "-•· 

Km(Hg-PEPl. and "-·/'Km{Mg-PEPJ values obtalncd from these 

reclprocal plots versus free PEP concentratlon are shoi.rn 1n Flg. 

l. 2 and 3, respectlvely. The data rlt theoretlcal 

reasonably well. These curves ,_.r.re obtaln*?d by glvlng theoretlcal 

values to the pararneters of equatlon ( 1 J, (2), {3) and (4) 

descrlbed under Haterlals and Hethods. So, the k.lnetlc model 

proposcd by us ror the PEP carboxylase rea.et lon seerns to apply ln 

the \.lhole pH range studled. That ls to say, Hg-PEP ls the 

preCerent.lal substrate of t.he enzyrne, whlle free PEP ls 

eCrector or thls actlvlty. \Je can not conclude from our sludles 

\.lhelher t.he dlanonlc or the trlanlonlc forms of free PEP • or 

bolh. blnd t.o the regulatory slle of th~ ("nzyme. glven that bot.h 

forms are presenl ln our assay m~d1a ln a constant proportlon at. 

each pH (due to the fact lhat free PEP t.rlanlon and H• 

concentratlons were hold const.antl. Wh."1.t ls deflnltlvely true ls 

that the lrlanlonlc form ls lhe only one that complexes '-'llh Hg2 • 

(19) formlng thc prefcrentlal subslrate of the rcactlon {1:J). It 

has to be noted that ln sorne cases. for lnslance at pH 6. 7, free 

PEP decreased lncreased k.lnetlc pararneter \.then lt.s 

concentratlon rose up to certaln value. but had an opposlte effect 

al conccntrat.lons above that. Thls resull ls predlcted by thls 

klnctlc model, and ls not. dlfflcult. to understand lf "'º conslder 
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t.hat f'ree PEP aay blnd also to the active sltc at an:; pH. and so 

we always observe the result of the co•blnatlon of so.e actlvatlng 

and lnhlbltlng effects. The ext.ent. of lnhlbltlon 

act.lvat.lon would t.hus depehd upon t.he cnncent.rat.lon oí t.he 

ef"fect.or. t.he relat.lve af"flnlt.y of t.hls effect.or f"or t.he 

regulat.ory and act.lve sltes at. each pH. and flnally upon the 

degree of saturatlon of the enzy.e by lt.s sut-c;.trate. whlch ln turn 

affect. the blndlng of' the ef'fector to both sltes. Thus. 

theoretlcal sl•ulat.lon of the effect of fre<> PEP on the klnetlc 

para•eters aay glve curves of t.hat klnd. 

U'hlle t.hls aanuscrlpt. was ln preparatlon, Jawall (20} proposed a 

concert.ed sequent.lal aodel f'or t.he PEP carboxylase react.lon 

lnvolvlng subunlt lnt.eract.lons. OUr experlir:iental data can not be 

explalned by t.hls model, slnce our enzyme preparatlon dld not. show 

any hlsteret.lc behavlor. and no posltlve coop~rat.lvlty f'or H.g-PEP 

was observed, lt. would b'f!" expected lf such a concert.ed 

sequentlal •odel applles to the reactlon klnet\cs. 

The saine klnet.lc data shovn ln Flgs. 1, 2 and 3 are also plott.ed 

as lnt.ersect.s. Kia{Hg-PEPl and slopes versus pH ln Flgs. 4, S and 

6. respect.lvely, ln arder to deplct better t.he gradual changes ln 

these values that took place when free PEP concentratlon ls 

lncreased ln the assay rnedlum. 

A.s can be seen, the effect of free PEP on lhe klnetlcs of the 

react.lon ls clearly dependent the pH of the assay ln a 

qualltat.lve and quantltatlve manner. Thus, al pH 6.4 and 6.7 and 

over the range from 7. 5 to B. S. the effect of r-a1.slng t.he free PEP 

concentrat.lon from 0.23 to 3rnH was to lncreas~ app Vrnax valucs, up 

t.o three tlmes at pH 6.4. whlle at pH 7.0 and 7.3 thl.s parameter 

decreased about. two times {Flgs. 1. and 41. ln agreement. w1.th the 

prevlous report. for pH 7.0 (13). A.pp Km{Hg-PEP} values lncreased 

as the concentratlon of free PEP rose, at. pH 6. 4 and above 7.65. 

whlle markedly decreased. more than flve tlmes. at pH 7.0 and 7.3 

(Flgs. 2 and 5}. lt has to ~ noted t.hat at these two latter pHs 

the app values for Km(H.g-PEPl are very hlgh, part.lcularly at. the 

lowest. f'ree PEP concent.rat.lon. where t.hey are 4.1 ftlH and 7.2 mH 

res~ctlvely. f'our and seven t.1.mes hlgher t.han at. pH 7.5. A.s the 

free PEP concent.rat.lon 1.ncreases. t.he dlfferences at thls res~ct 

be-t.ween t.hese pH values beca.me lower and lower. In fact. at 3 ll'lH 
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f'ree PEP llt.t.le or no dlfferences were fou.nd over t.he pH range 

6. 4-7. S. Theref"ore. t.he degree of sat.urat.lon of t.he enz.yaae at. a 

glven Hg-PEP concent.ratlon ls dependent. on th~ pH and/or the f'rce 

PEP concentratlon. 

As a result of lhe effects Just. descrlbed. free PO' lncreased t.he 

app V1aax/1Ca{PEP-Kgl at. any of lhe pH t.ested. cxcePt. at. pH 7. S, 

where lt. had a cornplex effect., and al pH S. S, ""here 1 l decreased 

t.hls paraa.et.er. The largest. lncreases were observ~d at. pH 7. O and 

7.3, a.ore than t.wo t.lmes. and t.he s•allest. al pH 6.4 and a.o. 
where t.he lncreases were almost negl1g1ble lFlgs. 3 and 6). 

In summary. at the physlologlcal pHs 7.0 and 7. 3 t.he effect. of 

free PEP on t.he carboxylase klnet.lcs was slgnlflcant.ly dlfferent. 

t.han at. any ot.her of the pH values t.ested. not. only quantlt.atlvely 

but also qualltatlvely. Thls fact. May be relevant to t.he in vJvo 

regulatlon oí thls enzyrne by t.hls effector and/or by pH. 

In addltlon, the great. dlfferences ln t.he t:;.m(Hg-PEP) values found 

between pH 7.0 and 7.S may well have physlologlcal slgnlflcance ln 

t.he short-t.erm regulatlon of PEP carboxylase by llghl. lt ls known 

that. lhe act.lvlty of thls cytoplasmlc enzyme ls modulated by the 

dlurnal changes ln lt.s envlronment brought. about. by t.he llght.-dark 

cycles (6, 17,21-24). To our knowledge, there ls no dlrect. evldence 

of changes ln t.he cyt.oplasmlc pH of malze mesophyll cells 

followlng lllumlnatlon. However, lt ls llkely that. such changes 

take place. as lt happens ln et.her photosynt.h~t.lc cells. ln whlch 

llght lnduces alkallnlzatlon of the cyt.oplasm of about. 0.5 unlt.s 

o!" pH {25-27). lí t.hls t.he case. 

experimental support to the hypothesls that. 

flndlngs glve 

changes 1n bot.h 

factors. free PEP concentratlon and cytoplasmlc pH, may contrlbut.e 

brlng about Che necessary l lght-act. lvat lon and 

dark-1nact.lvatlon of malze PEP carboxylase. since, at. 0.23 mH íree 

PEP. the observcd decreases ln Km{Kg-PEP) brought about by an 

lncrease of 0.5 unlts ln the physlo1og1cal range of' pH, \.e. from 

7.0 to 7.5. are slmllar to t.hose brou.ght about. by an lncrease ln 

f'"ree PEP concentrat.lon from 0.23 to 3 mH. On the other hand, 1t. 1s 

most. 11kely that. the l\ght-lnduce<:l phosphorylatlon of thls enzyme 

{28-30) aífects lts sensltlvlty to free PE:P. Although the enzyme 

used ln thls work was obt.alned from plants subjected to natural 

lllu~lnatlon ln a greenhouse for at. least three hourg 'cP-fore the 
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ext.ractlon, no care -.:as taken t.o preserve the phosphorylate-d 

day-foro durlng t.he purlflcat.lon procf"dure. Be-cause of that. \.le 

have now undertaken th~ k1netlc study of the day- and nlght.-fora 

ln arder to better u.nderstand the role that these t\.IO factors .ay 

play ln t.he short-ten11 regulatlon oE PEP carboxylase by llght.. 

lt ls lnterestlng to note that the hosaotroplc posltlve 

cooperat.1v1ty for total PE? foun<i ln ~a1ze le~f PEP cart>Qxylase by 

several authors at pH 7 O. and not at pH B.O {1.Zl. -.ay be 

explalned by the very dlfferent sensltlvlty of the enzyu.e to free 

PEP at these two pH values descrl~d here. Thus. at pH 7.0 

slg1n0ldal saturatlon curves wl l l ~ observed lf total PEP ls 

varle<t at fixed Hg 2 .. concentratlons. result. of the 

sl•ul t.aneous lncrease ln bOth substrat.e (Hg-PEPl and act.lvator 

(free PEPl concentratlons. However. at pH B.O t.he same lncrease ln 

effect.or concent.rat.1on would ha.ve llttle effect. on the klnetlcs or 

lhe reactlon. and theref"ore H1chaelian 'kinet.1cs W'lll be observed. 

To exempU.fy thls polot, ,_,e ni.ade s1..,.ulatlons of the klnet.1c 

behavlor of PEP carboxylase at pH 7.0 and S.O conslderlng the 

klnetlc parameters obtalned from. our experl~ental data and the 

saJDe assay condltlons reported by Uedan and Sugiyama (1). l.e .• 

t.ot.al PE? as the variable substrat.e in a concentratlon range from 

O. OS to 7 mM and a f lxcd concent.rat lon of 10 mH total Mg2•. A. 

COJDparison of t.he klnellc constants obta1ned by thls slmulatlon to 

t.he reportcd ones ls glven ln Table 1-
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TABLE I 

Co•parlson between the reported and the calculated Klnetlc 

paramet.ers .f"or Ma.1.2e leaf". PEP 

Hlll "- v-w 
pH Coef"lclent (PEP) 

(""') C•unlts} 

Reported 7.0 1.80 2.60 80.6 

B.O 1.20 l. 16 193.6 

( 2.40) 

(D>H) 
unlts 

mg prot 

Calculated 7.0 J.70 t.60 7.S 

B.O J.01 t.09 10.4 

1. 40) 

(•) Values taken f"rom Uedam and Suglyama (1) 

('f') Slnce these values exprest!'d. ln dlf"f"erent unl ts. the 

rallo of" v-,,. at. pH a.o to that at pH 7.0 ls glven wtt.htn 

parenthesls. 

('t') Data calculated uslng the total PEP and total Hg 

concentratlons reported by (1) and the klnetlc constants 

det.ermlned by f"lttlng our experimental data to the klnetlc 

model proposed by us. 

The data In the lllerature concernlng the pH dependence of" the 

acttvatlon of" the enzyme by Gluc-6-P (4-6) 0 and the lnhtbltlon by 

malate (S.6 0 8) may be explalned ln a slmllar way. Both ef"f"ects 

were reported to be hlgher at pH 7.0 than at pH B.O. In the f"irat 

case. thls is to be e>cpected lf' Gluc-6-P blnds to the sa1ne 

regulatory slte as does f'ree PEP. as we postulated bef"ore (13). In 

the second. slnce malate has been reported to be an 1nh1b1tor of" 

the PEP carboxylase reaction compet1t1ve wlth PEP. t.he dlf'Ferences 
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ln KJl:l{Mg-PEP) found OOt"'een these two pHs and t.he fact that. the 

Hg-PEP concentrat lon present at. pH S. O ls much hlgher lhan at. pH 

7.0 when flxcd total PE:P ar.d Hg concentrat\ons are used in the 

assays say account. for the dccreascd sensltlvlty to thls lnhlbltor 

at. pH S.0. The sa~e reasonlng applles for t.he observed change ln 

lhe t.ype of 1nhlbll1on by malate {S). slnce. at. a glven lnhlblt.or 

concent.ratlon. the compet1t1ve 1nhlb1tory ~ffect. ls raore lrnporlant 

at. low substrate concentrat. lons. "'hl le the noncompet lt. lve one 1.s 

lndependent. on t.hls f"actor(31 ). lt \s most llkely t.hat. 111alat.e be a 

•lxed t.ype lnhlblt.or of P.E:P carboxylase at. any pH. alt.hough t.he 

compet.lt.lve cosnp<:inent. of t.hls lnhlblt.lon \s JDOre 1111portant. lhan 

the noncompetlt.lve one. Oetalled klnetlc studles uslng Hg-PEP as 

t.he react.lon substrat.e. lnstead of total PE:? as used in the above 

clt.ed papers. are requlred to conf"lrm t.hcse hyp<:>t.hesls. 

pH Dependence or the Apparent Vm.ax valu~s or PEP Carboxylase. 

In an at.t.empt to charact.erlze the 1on\zable groups lnvolved in 

cat.alysls 1n t.he mod\f\ed form of the enzy:ne. I. e .• t.he form to 

"'hlch free PEP is bound to the regulatory slte, and ln t.he 

un=od1f1ed form, "'e plot the log or app Vmax determlned al t.he 

lowest and hlghest free PEP concentrat \ons used ln t.hls study 

versus pH lFl~. 7). Unfortunately. we do not kno"' the proport.lons 

or modlfled and unmodlfled enzyme at. these two Cree PEP 

concent.rat.1ons at the dl.fferent pH values. -slnce "'e could not. 

det.er~l.ne by lnlt.tal veloclt.y studles the apparent. aff"lnlty 

const.ant. or t.he regulatory st.t.e for f"ree PEP. and, t.heref"ore. the 

pH-dependence of thls constant. In add1tlon, '"'~ cannot st.udy t.he 

pure enzyme specl~s. l.e .. t.he unmodlf"led and t.he modlf"led f"or•s, 

since t.he assays cannot be perforrned tn the absence of t.he 

ef"fect.or, and lt. ls not posslble to saturate t.he regulatory slte 

"'lt.hout. causlng sorne \nhlbltlon by t.he blndlng of the effect.or to 

t.he act.lve sl.t.e. So, what. '"'e al"'ays have ls a mixture or bot.h 

forms. presumably in dlCferent. proport.lons dependlng of t.he pH. 

even 1C t.he same free PEP concentrat ion ls consldered. Uslng 

nonllnear regresslon (18) we dld calculate the klnet.l.c paran.eters 

that describe t.he behav\or or t.hese t.wo forms of t.he enzyme. But. 

ln order t.o be confldent. or t.hese calculated paramet.ers •UCh aore 

experlment.al pol.nts are requlred. Unfort.unately, "'e could not use 
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free PEP concent.ratlons. The experlment.al dat.a are the 

sarne as those ln Flg. t. 
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a great.er subst.rate and effector concentrat.lon range. due t.o t.he 

experl-ntal ll•ltatlons dlscussed before. However. t.he fact that 

the effector-lnduced chan~~s In the k tnct te para-ter~ f'ol lowed 

clear patterns and were gradual. allows us to lnfer the lonlzat.ion 

state of each enzyme form. 

As shol.IT\ ln Flg. 7. lt is clear that at. least seven pJCs are 

apparent ln the fer• of the enz~e pre-domlnant at t.he lovest. free 

PEP concentratlon. The flrst one belonR.S to two groups that aust 

be prot.onated {sloP"'!' •2); the second. to t.vo groups re-qulred ln 

thelr unprotonated form fslo?"'!' -2), and so on. Glven the shape of 

these curves, lt ls very dlfflcult to establlsh precise values f"or 

the pKs. even by least.-squares f 1 t. and so to de-duce the che•lcal 

nature of the groups lnvolved. although t<."'ntatlvely hlstldlnes and 

cyst.elnes JD.a;· be consldered. 

Over the pH range 7. 5-S. B. t.he d 1 fferenc<."'s bet1.1een the O. 23 and 

the 31ftH free PEP !n the pH proflles seem to be quantltatlve rather 

than qualltatlve. However. s1gn1f1cant dlff"erences 1.1ere found over 

the pH range 6.7-7.5. T..,o consecutlve peaks 1.1tth slopes •l and -1 

appeared at 3. O rr.H free PEP • 1nstead of the slngle peak wlth 

slopes •2 and -2 t.hat. was observed In the O. 23 mH free PEP 

proflJe. It. seems as lf two of the groups that. contrlbuted to the 

bell-shape curve of thls latter proflle shlfted thelr pKs ln t.he 

presence of 3mH free PEP. l lkely as a consequence of the posslble 

conformatlonal change lnduced by thls llgand, so the orlglnal peak 

resolved ln t.wo. The groups lnvolved ln these changes, presumably 

hlstldlnes, may be responslble for the d~creases In Vmax observed 

at pH 7.0 and 7.3 when rree PEP ls 1ncreased. and for the reversal 

of t.hese effect.s al pH 7. S. Therefore, t.h~y may play an lmportant 

role ln the regulatlon of t.he cart>oxylase actlvlt.y by free PEP at 

t.he phys1olog1cal pH. The poss\b111ty exlst.s that the same group 

ls requlred ln dlfferent 1onlzatlon st.at<."' for t.1.10 steps of" the 

reactlon. and ln t.hat case only one 1onlzable group 111ay exlst. 

although t.wo pKs are observed (32). Of course. thls may apply 

well to sorne of the other pKs observed. 

The slopes 101.1er than unlty observed in some cases aust be due to 

t.he presence of the t.1.10 forms of the enzyme, t.he 1nod lf" led and 

unmodlfled. and to the fact that only one of t.he• exhlblts the 

lonlzable group at these part. Icular pHs. 

20 



Our results contrast wlth those of o·Leary et al (9). Jgleslas and 

A.nclreo (10). and Podestá and Andreo (111. \.lhO reported that v-• 
\.fas pH l.ndependent over a pH range frorn 6. O lo 10. O. These 

dlscrepancles are nol surprlslng. slnce the studle~ el l~ above 

"ere períormed at flxed lo\.I total Hg concenlratlons. O. S mM (9) 

and 5 rnM ( 10. 11). and total PEP as variable subslratf'!', 1nstead of 

Mg-Pt:P. Therefore. the effector concent ratlon varled 

sl•ultaneously to the subst.rate ln each dct.erlftlnat.lon. and the 

substrate was "'ell ~low saturat.lng concent.ratlons at. some pH 

values. 

pH Depcndence or the Appar~nt V1n4.x/Km(Hg-PEPJ VaJues 

The pH proflles of the log app v-.. ~ values obtalned at the 

lo\.le&t. and hlghest free PEP concentrat.lons used ln thls st.udy are 

shown ln Flg. S. These proflles are also very cotnplex. and so 

there ls conslderable uncertalnty ln the determlnatlon of the pKs 

of the lonlzable groups lnvolved. Al 3 mH. free PE:P, the llne draw 

to connect the experlmental data exhlblts flrst a peak wlth slope 

lower than l. llkely due lo the presence o! the •odlfled and 

unmodlfled forms as dlscussed above, and of -1 al bQt.h sldes of 

the maxlmum. Then, two consecullve bel 1-shape curves wlth rnaxlrna 

at. pH 7.65 and 8.3 and slopes of +2 and -1 at lhe sldes of these 

maxlma. Therefore, elght lonlzable groups seems to be lnvolved ln 

substrate blndlng over the whole pH-range studled. Al O. 23 rnM free 

PEP t.he sarne number of lonlzable groups were detected, but thls 

proflle shows the followtng dlfferences wlth res~ct to the for11ter 

1) a slope O was observed bet.ween pH 6. 4 and 7. o. so t.he 

flrst peak oí the 3.0 l!nM free PEP proflle ls absent here; 11) the 

slope of the llne between pH 7.3 and 7.5 1s •3, compared to the +2 

value observed ln the 3 mH free PEP prof 1 le: 111) al hlgher pH 

values, the two bell shape curves are not. c\e;:1rly dcflned, lnst.ead 

appears shoulder, probable consequence of closely 

overlapp1ng 1onlzat1ons, and lv) t.he group of apparent pK around 

s. probably cyslelne. observed ln the 3~.ti free PE:P proflle was not 

present here. The phys1ologlcal slgn1flcance of these t.wo latter 

changes ts doubtful. More 1nterestlng are the dlff"erences f"ounel 

between lhe two prof11es the pH range 6.4-7.S, just. 

descrlbed. lt appears that ln the conformat.tonal st.ate of" the 



1.8 

CL 1.6 w 
CL 

1 1.4 = 
~ 1.2 
E 1.0 ~ -->< o.e o 
E 
> 0.6 
o. o. 0.4 o 

= 0.2 o 
_J 

o 
6 6.5 7 7.5 B 8.5 9 

pH 

Figure B. Log Vm.ax/Xna(Hg-PEP) versus pH prorlle at 0.Z3 JllH (•) and 

3 lllH <•> f"ree PEP concent.rat.lons. The experimental data 

are t.he samC as t.hose ln Flg. :J. 
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aodif"led rora. one or the three lonlzable grotJps observe-d between 

7.:3 and 7.S at. t.he lowest. Cree PEP concentra.tlon shlf"t.s lts p>:;: 

toward a tower pH. probably due to a change ln lt.s envlronaent. 

Thls perturbatlon ln t.he pJC. or thls group •ay be re!':?""nslble íor 

the decreases ln JC.a(Mg-PEP) brought about by free FEP ln the pH 

range 6. 7-7. S. and so be of" great relevance ln the physlologlcal 

regulatlon of" PE? carbOxylase by free PEP an,1/or piL Thls group. 

probably hlstldlne, aay wel l be the sarne as one of the t.wo 

resldues detected ln the V.ax proflle ""lt.h slmllar behavlor, and 

lf so. lt would partlclpate ln cat.alysls and blndlng. 

The effect of pH on the PEP carbOxylase reactlon ls very complex, 

slnce ln addltlon to the usual effects on lnltlal velocltles 

through changes ln v-• and Ka, a.nalogous changes ln t.he aff"lnlty 

of t.he enzyme f"or t.he eíf"ector aolecule (free PEP ln thls case) 

are also posslble. So, \Je must polnt out t.hat our results do not. 

a.llo\J us to def"lnlt.lvely conclude ""hether the groups detected ln 

the pH proflles are partlclpatlng ln catalysls and/or blndlng oí 

t.he substrate Mg-PEP, or are lnvolved ln t.he blndlng of t.he 

erfector free PEP- In ordet" to dlscrlmlnate bel\Jeen t.hese 

pos&lblllt.les the pH -dependence of the af"flnlty const.ant of íree 

PEP for t.he regulatory slte aust be deteralned. Although PEP has a 

pK of 6.35 (19), thls pK does not show up ln the Vma></J;:Ja(Kg-PEP) 

proflle. slnce we calculated at each of" t.he pH values t.ested the 

exact a•ount of" t.he coaplexed and free specles (see Haterlals and 

Helhods). 

Effect or free PEP on the pH stablllty or PEP rArboxylase 

Furt.her compl lcat.lon ln the lntet"pretatlon of the data rrom 

dlfferent pH values raay arlse fro• the dependence of the enzyme 

aggregatlon state on pH and enzyrne concentrat lon. Thus. lt has 

been reported that pH values abOve S. O and ™"low 7. O favors t.he 

dlssoclatlon of malze PEP carboxylase (331. Because of that. 

tested t.he st.abl 11 ty of" t.he enzyme over the pH range used ln the 

klnetlc studles by prelncubatlng enzyme-al lquots under the 

condltlons descrlbed ln Haterlal and Hethods. \.lhen compared vlth 

t.he controls. whlch were not prelncubated. on prelncubatlon we 

fo\.lnd some actlvlt.y loss of aproxlaately 10-20X over t.he pH range 

6. 4-7. :J. Thls lnact.lvat.lon lncreased t he pH became 
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alkallne. reachlng up to 60% at pH S.3 and above. No slgn1Clcant 

dlfferent results were observed Cor these experlaents when 0.23 

3.0 di free PEP were us~. Slnce the prelncubatlons were done ln 

the absence of the prot.ectlve effect of the substrate Hg-PEP. lt 

ts to be expected that the actlvlty loss in the whole assay medla 

ts conslderably lower. In fact. the progress curves of the 

reactton always linear. except at the lowest ~g-PEP 

concentratlons usP.<1 (0.1 and 0.14 m.H}at pH S.8 and 6.4. where we 

detected some degree of lnactlvatlon. Due to t.hls lnactlvatlon. we 

could not carry out. klnetlcs studles at hlgher or lower pH values 

t.han those lncluded ln t.hls report.. 

CONCLUOING RD-t:ARKS. 

G\ven t.he complexlt.les of the klnetlc •odel that seeas to apply to 

thls catalyzed reactlon. lt ls dlfflcult to assess the ldent.lty of 

the particular steps, and/or the rate blndlng constants 

aff"ect.ed by pH changes based only on 1nltlal veloclt.y st.udles. 

Desplt.e of t.hese llmlt.at.lons we belelved that. flndlngs. 

concernlng the effect. of pH and free PE:P on the klnet.lc parai.eters 

of PEP carboxylase. wl 11 b4': useful ln t.he understandlng of" the 

mechanlsms of regulatlon of" thls enzyrne when more precise data 

ab<:>ut lts ml.croenvlronmental condlt.lons t>ecome avallable. 
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DISC:USION DE RESULTADOS. 

La presente d1scusl6n tiene el propósl to de abundar sobre 

aquellos aspectos que por razones de extensión 

suf'lclente detalle la discusi6n de los 

tocaron con 

artlculos 

correspondientes. A fin de conjuntar las idt.•as que se proponen en 

ambos articulas se realizará una dlscusi6n conjunta de ellos. Sin 

embargo. se tratará dentro de lo posible de mantener el mismo 

orden de exposlcl6n para hacer má.s sencilla la lectura de aaibos 

escritos en conjunto. Para f'"acllltar la lectura de este texto y 

evl tar al lector la necesidad de releer cont lnua•ente f'"ragrnentos 

de la dlscusi6n de resultados de lo& artlculos al momento de 

revisar esta dlscusl6n. se han lncluldo las ideas que íueron 

propuestas en el articulo original dentro de este mismo texto. 

En el articulo 1 se intenta demostrar la val ldez de un modelo 

cinético para la reacción catallzada por PEP carboxllasa. a f'"ln de 

explicar algunas de las observaciones exper lmentales publicadas 

anterioridad y que ya se han mencionado en los antecedentes. 

Como una herramienta para caracterizar el sltio activador de 

PEP carboxllasa hemos elegido utilizar un análogo estructural de 

PEP que comparte con esta molécula el grupo f'"osf'"ato y los 

orbitales resonantes ft'. Esta molécula. el fenllfosfato. se muestra 

el esquema 1 del articulo 1. 

Erecto de renllrosfato sobre la actlvJdad de PEP carbox1Jasa. 

El efecto de esta molécula sobre la reaccl6n catallzada por 

PEP carboxi lasa se muestra en la figura 1 {articulo 1 ). Puede 

observarse que f"enl lfosfato es capaz de act lvar la reacción a 

concentraciones tan bajas como 100 µM y su efecto activador 

moc\lflca la pendiente de las curvas en la grllflca de dobles 

reciprocos.• pero no altera slgnlflcatlvamcnt.e el valor de los 

lnterceptos. En este sentido fenllf"osfato es un activador del tlpo 

de los ya reportados como glucosa -6-fosfato y c:-""CH2PEP (93. 

140). Por otro lado se puede observar que la enzima presenta una 

clara cooperatlvldad posltlva a pH 7.0 y que dicha cooperat1v1dad 

disminuye substancialmente a medida que la concentración del 

actlvador aumenta. En este sentido. fenllfosfato también semeja lo 
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reportado para el caso de glucosa -6-f"osf"ato (74. 77. Z04. Z.30). 

Dado que se t.rata de una enz1111a ollgotaérlca que presenta 

cooperat.1vldad hornotr6plc3 posltlva. rutaZ, (74. 172. Z04) y 

considerando la ana logia estructural que fen11 f"osf'ato guarda con 

PEP. se plant.P.an al menos dos poslbllldades: l) La enzima posee al 

menos dos sltlos activos lnterdependlent~s de manera que la unión 

del sustrato a uno de r.llos faclllta Ja unión del sustrato al(os) 

sltlo{s) rest.ante(s}. A concentraciones bajas de sustrato. sl el 

análogo del sustrato une a un sltlo vaclo lnduce el •lsao 

camblo conformaclonal y actlva a la enzima. A concentraciones 

altas de PEP. en camblo. los sltlos actlvos están saturados y la 

presencia d~l análogo lnhlbe la reacción por competencia con el 

sustrato. 11} Existe sltlo alost~rlco actlvador para 

f"enllrosfato. glucosa- 6-f"osfato y otros moléculas si•llares. 

diferente del sltlo activo. al cual también PEP puede entrar. La 

actlvaci6n nuevamP.nte se manifestarla sólo a bajas concentraciones 

de PEP. porque a concentraciones P.levadas de este sustrato el 

sitio alostérlco se hallar la saturado. La 1nhlblc16n observada se 

presentarla sl fenl lfosfato y glucosa- 6-fosrato f"uesen adeiaás 

capaces de competir con PEP3 - por el sltlo activo. 

En ambos las hipótesis anteriores hnpllcan 

competencia f'!'ntre PEP y renl trosfato tanto nlvel d~ la 

actlvac16n, como a nlvel d<? cat.<\llsls. Para comprobar sl dicho 

f"en6meno exlstla realizamos medidas de la actlvldad de la enzinta a 

dlf"erentes niveles de concentración de sustrato y variando la 

concentraclón de fenl l rosfato ( f lgura 2A. art lculo 1 ). A las 

concentracloncs más altas de PEP (800 µM). fenllrosrat.o no produce 

cambios apreciables en la actividad de la enzima. stn embargo. a 

las concent.raclones mas bajas del sustrato (13 y 100 µH). el 

actlvador produce un incremento notable en la actlvldad. A las 

concentraciones más altas de actlvador se observa, en cambio. un 

erecto lnhlbitorlo de esta molécula. Los datos anteriores lndlcan 

que f"enllfosrato es realmente capaz de competir con PEP por los 

varios sltlos presentes en la molécula de enzima. 

Al contrario de lo que sucede el sustrato. PEP 

carboxllasa presenta cooperatlvldad n~gatlva f"rente al coCactor de 

la reacción. Hg2 • (137. 138. 141. 145. 190. 2ZS). De haber slt.los 
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act.lvos lnteract.uantes. lo ant.erlor signlricar-Ja que la un16n de 

un ligando t.endria un erect.o opuest.o a la unión del otro y un 

aW1tento en la concentrac16n de ambos no represent.arla una ganancia 

i111portant.e res~cto al comportamiento hi~rb6lico 

convencional. Dado que anibos ligandos son necesarios para la 

catálisis. la pregunta que surge es¿ Qué slenlf"icado f"lsiológlco 

podrla tener para la planta esta conjunción de ef"ect.os 

encontrados ? Por esta razón nos pareció mt.s lógica la segunda 

poslbll!dad. es decir, que la enzima poseyera un sltlo regulador 

alosterlco al cual PEP pudiese unirse. 

Cuando este est.udlo se real 1z6. la idea ma.s aceptada era que 

el sustrato real de esta enzima era el PEP3 - l lbre. Aunque. tanto 

los estudios clnl!tlcos (133) coair.o de los unten de- llgandos (132) 

demostraban que PEP3 - y Mg
2

* podian unirse a la protelna en rorma 

aislada. la unión se ref"orzaba notablemente cuando ambos se 

encontraban unidos. Este úl tl•o hecho hacia razonable suponer que 

el sustrat.o prererente de la enzl•.i't era el complejo Hg-PEP- y no 

las especies l lbres PEP3 - y Hg
2 •. Además. debido a que 

f"enilf"osf"ato tiene una baja af"lnldad por Hg2 •• era lógico suponer 

que Ja molécula actlvadora la especie libre. 

f"en1lf"osf"ato como de PEP, quedando s1n aclarars~ el papel 

libre en caso de qu~ pudiese unirse al sltlo r~gulador. 

tanto de 

del Mg 2
• 

Tal como se menciona en el articulo l, la af"ln1dad por PEP 

y/o por Hg
2

• de este sttlo regulador debe difertr substancialmente 

de la del s1t1o catalltlco por estos ltgandos. sl el f"enóftleno ha 

de tener alJO!:Un slgnlf"lcado f"islológlco, en virtud de que sl la 

arlnldad de ambos sltlos es slrntlar, la exlstencla de estos slt.los 

no estarla acampanada de ca~blos en Ja senslbllldad de la proteína 

a sus sutrat.os y no representarla ventajas p<1ra la plant.a. Por 

et.ro lado, las dtf"erenclas aílnldad de ambos sltlos 

traducirían en los f"enómenos de cooperativldad (74. 139, 138, 141. 

145. 172. 190. 204, 228}. que se han aenctonado anteriorntente. 

Para demostrar la validez de tal hipótesis variamos la 

concentración de Hg-PEP- Manteniendo la concentración de PEP3 -

libre a un nivel const.ant.e y analizamos nuevamente el ef"ecto de 

f'enllf"osrato sobre la reacc16n en estas condiciones. La f"igura 3 

(articulo 1} mue-st.ra resul t.ados que apoyan la h lpót.esis propuesta. 
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ya que las lineas son rectas (r-> O. 9'9) aUn en ausencia del 

activador a las dos conc~ntraciones de PEP
3

- llbre probadas 0.25 y 

2.0 aH. Ello signlf'lca no !;ólo que Hg-PEP- es efectlvaraente el 

sustrato de la reacción. sino que ade•ás. los sitios actlvos de la 

enzlaa son lndependlentes. El patrón de l 1neas que se lntersectan 

a la derecha del eje de tas ordenadas Indica que este compuesto 

co•porta como un actlvador no esencial a bajas concentraciones de 

lnhlbldor concentraciones elevadas de 

sustrato. Siguiendo la nomenclatura d@ Segel ( 180}. qulen 

considera condiciones de rápido e-qui J lbr1o. se tratarla de una 

molécula que a<ecta en rorma poslttva a Ja unión de sustrato (« < 

1) y f"orma nega t 1 va la catállsls (fl l. Flg 9). 

Adlclonalment.e, se observa que la actividad de PEP carboxilasa a 

casi cualquier concentración de Hg-PEP- es mayor en presencia de 2 

Wi PEP3 - l lbre que presencia de O. 25 mH. Asi pues la 

cooperatlvldad posltlva para PEP total observada por otros autores 

(26. 74. 77. 172. 193. 204}. asl conio por nosotros als..as, puede 

ser debida al hecho de que al aumentar la concentración de P~ 

total en la mezcla de reacción. a una concentración de Hg2 • f"lJa, 

se están Incrementando slmul táneaniente tas concentraciones del 

actlvador PEP3- l lbre y del sustrato Hg-PEP-. 
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E s ICs E-S~E +p 

A A 

lT"· lTuJCA 
E·A + s aJCs E·A·S~ E+ p 

F.lgura 9. Hecanlsao clnétlco para un actlvador no esencial o para 

un lnhlbldor abeto~ la naturaleza actlvadora o lnhlbltorla de la 

mol#:cula A con respecto a la un16n del sustrato S dependeré. del 

valor del paráaetro m. Para « > 1 se tratará de un lnhlbldor. La 

cat.állsls se verá af"ect.ada según el valor del parámetro /3. Para 

fJ < 1 se tratar.fa. de un lnhlbldor (180). 

Esquema 2. Equlllbrlo de la f"or111acl6n del complejo de PEP3- con 

Hg2 • mostrando la relación entre las concent.raclones de Hg2* y 

Mg-PEP-. Cuando PEP3- se aantlene constante la expresión dentro 

del paréntesis es constante por lo que las concentraciones de Hg2 • 

y Hg-PEP- varlan en f"oraa proporcional. 
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Las observaciones ant.erlores t.a•blén conf"lr•an el que la 

aolécula activadora no es el co•plejo Hg-FEP-. en virtud de que sl 

esto ocurriese. deberla observarse cooP'f!'ratlvldad positiva para 

Hg-PEP- en lugar de la cinética •lchael lana encontrada. Por otro 

lado. el 16n Mg2
• llbre, no parece tener efecto sobre la reacción. 

ya que cuando se incrementan las concentraciones del complejo. a 

concentración de PEP3- llbre constante, necesariamente se est.á 

Incrementando la concentración de Hg
2

• llbre en íor~a proporcional 

(ver esquema 2). PuPsto que ello no modifica la llnearldad de la 

grtlflca de dobles reclprocos no debe existir un sitio actlvador 

para el t-".g
2 - libre, y este no se de~ unlr al sitio activo en 

ror•a apreciable a las concentraciones empleadas, ya que de otro 

•ocio, competlrla con el coll\plejo Mg-PEP por el sltlo ~ctlvo 

produciendo inhibición. Dado que las concentraciones de Kg2
• 

empleadas llegaron a niveles de hasta se rnM total. la aflnldad del 

sltlo activo por Mg2 • llbre debe ser realmente baja. 

El efecto de fenl lfosfato, de acuerdo con lo esperado. es 

•ucho menos pronunciado a 2 1nM PEP3 - libre que a 0.25 di. como se 

puede observar en la Tabla 1 (articulo l). ya que a 0.25 aH PEP3 -

llbre la dlsmlnuclón en Km(Hg-PEP-) y en Vmax es menos acusada 

para la misma concentración de fen11fosfato. Nótese ademtls que el 

valor de estos partlmetros es m~nor a 2 mH PEP:I- libre que a 0.25 

mH PEP
3
-. set\alando que el efecto de PEP3 - libre es sln1llar al de 

renl lfosf"a to. 

En la mlsma tabla (Tabla l, articulo 1) puede observarse que 

fenllfosf"ato l mH a una concentraclón de PEP3 - libre de 0.25 mH. 

llene un efecto cas1 igual de pronunciado sobre K.J.(PEP) y V.ax que 

un incremento de 1.75 1nM en la concentración de PEP3 - libre. de 

donde se sigue que f"enllfosfato es un mejor actlvador que PEP para 

esta enzima. 

Los regráflcos de pendiente e intercepto obtenidos para los 

datos de la f"lgura 3 {articulo 1 J se muestran en la f"tgura 4 

(articulo 1) y el é.ramente hlperb61 lcos. Este 

comportamiento t.lp1co de un actlvador no esencial o lnhlbldor 

mlxt.o (180). Los regráflcos apropiados (l/6 intercepto y 1/.tl 

pendiente vs. l/{actlvador]) para una concenlraclón de PEP3 - 0.25 

mH muestran en la f"lgura S (articulo 1) y son. corao era de 
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esperarse. lineales. De estos regráf"lcos obtuv1aos los Valores 

li•lte a concentracl6n lnf"lnita de f"enllf"osf"at.o de S.7 µ~ol/•ln./.mg 

prot para la Vaax y O. 91 aH para la K-CHg-PEP-) y una constante 

aparente de O. 23 W1 para el actlvador. Debe aclararse que estos 

valores son depencllentes de la concentración <:!<? r~nl lfosf"ato a la 

que se real lz6 la deter•lnaclón. 

Los regráf"lcos de la f"lg. 5 (articulo 1) probablemente 

muestren desvlaclones de la l lneal ldad a conc~·ntrac lon~s raás al tas 

del actlvador debido a la un16n dP.l análogo al ~'tlo ~ctlvo. 

Erecto de PEP3
- sobre l• •ctlvld•d de PEP carboxllasa. 

A f"ln de analizar en más detalle el ef"ecto regulador de PEP3
-

llbre sobre la actlvldad de PEP carboxllasa. la actlvldad de la 

enziaa en f"unci6n de la concenlrac16n de Mg-PEP- fue deter•lnada a 

varlos niveles de PEP3
- libre constantes. Los resultados de tal 

experimento se resu.en en la f"lgura 6 (articulo 1 l. en donde se 

observa que la actlvldad de PEP carboxilasa aumenta conf"orme se 

elevan los niveles de PEP3
- llbre. como ya se habla mostrado 

antes. El ef"ecto de este regulador sobre los parámetros 

KJQ(Hg-PEP-) y V1nax se muestra en la tabla 2. (articulo l). La 

dlsmlnuc16n de K.m(Hg-PEP- l slinl lar lo observado 

f"enllf"osf"ato. pero los valores de Vmax sufren un ligero Incremento 

y luego disminuyen. 

Aún cuando la concentración de Hg2
* es proporcional a la 

concentrac16n de Hg-PEP-. lo cual slgnlf"lca que los datos en las 

gráf"lcas anteriores pueden regraf"lcarse f"rente a la concentracl6n 

de Hg
2* l lbre. este mecanismo no es expl !cable en t~ralnos del 

modelo para una reacción blsustrato ordenada o de equlllbrlo 

rápido con un16n de sustratos al azar, dado que. en estos 

mecanismos las rectas se cortan necesariamente a la Izquierda del 

eje de las ordenadas y no, como sucede en nuestro caso. del lado 

derecho el mismo. Por otro lado, en ningún caso, se puede explicar 

la aparlc16n de cooperat.lvldad positiva para un sustrato total 

mediante los puros mecanismos blsustrato ordenado o de equlllbrlo 

rápido con unión de sustratos secuencial al azar. 

El complejo ef"ecto de PEP 3
- libre sobre el valor de la Vmax. 

aún cuando parece ser Inesperado. es explicable, ya que. 111.antener 
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una concentracl6n de PEP- llbre baja y alcanzar una concentrac16n 

saturante de Hg-PEP- lrnpl lea elll!"var notablemll!"nte la concentrac16n 

de Hg2 •. Es declr. conrortnil!" la concentr~c16n de PEP3 - llbre baja. 

el !'actor de proporcional ldad entre Hg2• y Mg-PEP- se eleva en 

f'"orma hlperb6llca (ver la expresión entre parént@sls en el esque..a 

2). en consr.r:uencla la conc~ntraclón de Mg
2

• re-querida para 

mantener una concentrac 16n dada de H'p;-í"EP- cada vez 111ayor. 

Ahora blen. aun a ~sar de que la af"lnldad del sltlo activo por 

Hg2 • sea considerablemente baja. a nlveles bajos de PEP
3

- libre la 

cantidad de Hg
2

• libre sera suf"lclente para co111petlr con Hg-PEP­

por el sltlo activo haciendo que sea cada vez -.As d1Cic11 el 

saturar este con el sustrato Hg-PEP-, por lo que se observarA una 

menor V•ax aparente. Este efecto además apoya la conclus16n de que 

esta reacc16n no procede a través de un mecanls1110 b1sustrato 

convencional en el que las especies llbres se unen a la enz1•a en 
f"orma separada, ya que si este fuera el caso. Hg2

• llbre. al ser 

un sustrato, no deberla productr la lnhlblc16n observada. Por otro 

lado, se podrta postular que Hg-PEP- es una especie lnhlbldora, 

pero esto resultaria muy cuestionable, en virtud de que 1) los 

estudios de Hildvan et al (132) y de Hlzlorko et al (133) 

demuestran que el complejo HH-PEP- existe como tal un1do a la 

enz:haa en el complejo ternario (Flg 8 en antiecedentes) y li) 

siendo la afinidad de PEP3- par el Hg 2 • llbre bastante alta y la 

disponibilidad de Hg2
• en la célula limitada, la lnhlblc16n de PEP 

carboxllasa por la presencia del compl~Jo Hg-PEP- en el cltoplasaa 

tendria un erecto noclvo para la celula vegetal en !"unción de los 

requerimientos fisiológicos de las pl1'nt01.s C4 propuestos hasta la. 

recha. 

En apoyo a lo anterior. la competencia entre Hg2 '"' llbre y 

Hg-PEP- explica también. en parte, la cooperatlvldad negativa para 

Mg2 • que ha sldo descrita (141 ), ya que a una concentracl6n f"ija 

de PEP total, los aumentos en la concentración de Hg2 '"' total se 

ref"lejarán en un aumento simultáneo en las concil!"ntraciones de Hg2 • 

llbre y de Hg-PEP-. Aún suponiendo que la dlsm1nuci6n de PEP3 -

llbre no tuviese un efecto hsiportante sobre la enzima. esto 

generarla competencia entre las especies de Mg, lo que se traduce 

en una coopcrativldad negativa aparente y. concentra.clones 
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elevadas de Hg total. en una 1nhibicl6n por exceso de sustrato (la 

cual taablhn he.os observado. resultados sln publicar). El erecto 

adicional que llene la disalnuci6n de la conccntract6n de PEP3-

11bre que acoapaf\a a los au•ent.os en la canllda-:i de Hg:?• libre y 

Hg-PEP- contrlbulrla hacer la cooperat lvldad negativa más 

pronunciada. 

Co•o se aclara en el articulo. en este caso la~ constantes 

aparentes no pueden deducirse a través de los regráfico de l/b vs 

1/{PEP3-]. puesto que las velocidades a concf"ntrac16n cero del 

actlvador no pueden aedirse porque el actlvador y el sustrato se 

encuentran sle•pre en estrlcto equlllbrio qulmlco. Sin eiabargo. 

los regrAfico& para pendiente& (B) y para lnterceptos (A) 

muestran en la figura 7 (articulo 1). La slnil l ttud entre el ef"ecto 

para las pendientes de PEP3- y feni lCosfato es evidente. El 

coraplejo efecto de PEP3- libre con respecto a los lnterceptos ya 

se ha explicado. En el caso de fenilrosfat.o este efecto no se 

observa porque la concentración de Cenllfosfato puede variarse 

independientemente de la del sustrato Mg-PEP-. 

Nuestros resultados en aparlencla contrastan con aquellos 

presentados por \./edding et al. (215), quienes, mediante aná.llsls 

por regresión 11 nea l. ajustan s6la de 

Hichaelis-Henten el conjunto total de dat.os obtenidos en tres 

experimentos realizados a tres valores de concentrac16n de Hg
2 • 

libre constante y a concentración de PEP total variable. Sln 

embargo. estos autores no fueron capaces de detectar un sesgo 

ligero en los ajustes y en sus gráf"lcas. primero porque no 

realizaron un anállsls estadlstlco co•pleto de los datos obtenldos 

mediante regresl6n no lineal y segundo porque cuando graf"lcan 

rrente a la concentración de Hg-PE?- senalan los puntos empleando 

un s6lo tipo de stmbolos, independientemente de la concentración 

de Hg2 • l lbre correspondiente a cada grupo de determinaciones. 

haciendo imposible apreclar por simple lnspeccl6n el sesgo 

presente en sus ajustes. Cuando nosotros retomamos sus datos y los 

graf"lcamos en dobles reclprocos encontra..as no sólo una recta. 

slno una familia de rectas. El mlsao tipo de efecto f"ué reportad.:. 

con anterioridad por Hukerji (141). quien en Un experimento 

slmllar encuentra que las grárlcas de inverso de velocidad contra 
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l/(Hg-PEP J son Jtneates a pH 1.u. pero a dUerent.es n1ve1es 

concentración de Hg2
• libre poseen diierentes pendientes. Lo 

reportado por Huker ji coincide con lo reportado por \Jeeding et 

al •• sien.pre que se consideren las dif'erenclas ya mencionadas 

los datos presentados por el último autor. Haciendo un breve 

paréntesis este caso advierte sobre la necesidad de hacer un 

análisis est.adistlco adecu::.do de los datos obtenidos •edlante 

regresión no lineal p<'lra detectar posible sesgo. tendencias u 

otras perturbaciones numéricas que ref'Jejen poslble 

inconsistencia entre ~I snodelo empleado y los datos obtenidos 

(168>. Esta observación nos parece pertinente en vista de la 

creciente popularidad que este tipo de análisis ha adquirido 

el cada vez mayor desarrollo de las ciencias computacionales. 

HukerJi (141) explica la cooperatlvidad negativa que 

menciona en el párraf'o anterior proponiendo que Hg2
• es 

regulador negativo de la PEP carboxllasa. mencionaJ11os 

anteriormente. Sin embargo. sus datos son Igualmente explicables 

si se supone que PEP3 - l lbre es un regulador posl tivo de la 

enzima, lo que además, concordancia nuestros datos, 

explica el erecto actlvador de renllrosrato y la competencia entre 

esta últlrna molécula y PEP3 - libre. La constante de estabilidad 

del complejo Mg-PEP- es pequet'ia í180 M- 1 }. lo que garantiza la 

existencia de cantldades apreciable de PEP3 - libre aún 

concentraclones muy elevadas de Hg
2

• l ibrc. 

Hodelo propuesto para la reacción catallza.da por PEP 

carbox 11 asa. 

A f"in de explicar las peculiaridades del comporta•lento 

cinético de PEP carboxllasa hemos propuesto este pri-.er 

articulo un modelo cinético bastante general. La razón por la que 

consideramos conveniente hacer este modelo suf'icienteaente 

general, es la de explorar todos las posibles alternatlvas que 

puedan explicar el comportamiento de la enzima, ya qu~ un Modelo 

particular podr1a pasar por alto explicaciones alternativas a los 

co11nporta1nientos observados y llevarnos a concluslones parciales. 

Debido a la complejidad del modelo cinético propuesto. éste s6lo 

analizó bajo el supuesto de equilibrio rápido y, por otro lado. 

no iue posible calcular valores numéricos para las constantes 
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involucradas. dada la !•posibilidad de llevar a cabo un número 

suf"lciente de ex?"@rlaentos Independientes. 

Por las razones anteriores propusimos un modelo en el cua1 

consldera•os una molécula enz!Mátlca capaz de unlr sustrato libre 

(S). •etal libre CH) y erector (A) a dos sitios lnteractuantes que 

lnlcialrnente !"ueron supuestos activos. Gracias las 

caracteristicas de las ecuaciones algebralcds derivadas bajo el 

supuesto de equlllbrio r&pldo. la prople-d-.des q,.. estos sltlos 

pueden ..odlf"lcadas de suµr lmlr la actlvldad 

cat.alltlca o la unión de uno ó taás llgandos m~dlante la selecc16n 

de las constantes apropiadas. Una descrlpcl6n coMpleta del modelo 

se da en el apéndice del primer articulo en tanto que una 

descripción detallada de la deducción algebraica de las ecuaciones 

se incluye en el Apéndice 1 de esta tests. 

Los supuestos sobre los que se basa el modelo y que 

han sido enumeradas en el articulo 1 son los slgulentes: 

Il La reacción es irreversible . .t.G--6 to -8 Kcal/•ol (lSQ). 

II) L.a enzima posee dos tlpos de sltlos que pueden unir a los 

1 lgandos Hg2•. PEP3-. análogo de PEP y sus respectivos 

complejos. La unión de PEP
3

- o su análogo a un sitio es mutuamente 

excluyente. La unión de ligandos 

al 

bajo mecanismo 

111) La unión de un l lgando a un sl tlo modl!"ica la a!"lnldad 

de la enzima por los llgandos que puedan unirse después. 

IV) Aún cuando pueden existir más de un sitio de cada tlpo en 

consideró que los sitios eran 

independientes e idénticos y por lo tanto lndlstinguibles desde un 

punto de vista cinético. 

V) La unión de HC03- a la enzl•a es independiente de la uni6n 

de los demás llgandos y su Km no es a!"ectada por la presencia de 

otros ligandos en la enzima. 

VI) El e!"ecto de los ligandos en la Vmax no ·debido a que 

un paso completamente d1f"erente del proceso catalitlco se haya 

vuelto llmitante. 

Co•o se puede observar en las !"!guras 2. 4. 7 y 8 del 

articulo 1. dado el conjunto de constantes empleadas para el 

modelo. las ecuaciones cinéticas propuestas se ajustan a los 
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dat.os. no s6lo cual1tat.lva~nte. slno tambl,Pn cuant.ltatlva-nt.e. 

La colncldencia ent.re las t.e6rlcas y los puntos 

experimentales puede ra-ejorarse •edlante ~uenos ajust.es en las 

const.ant.es empleadas. Sin e•bargo. debido a la gran cant.ldad de 

paráaet.ros 1111.pl lcados este t lpo de ajuste carc.""ce de preclsl6n 

desde el punt.o de vista estadist!co. a m~~os que se cuent.e con un 

gran núntero de puntos experlra~ntal"'"s. La obtención de valores 

numéricos para los parámetros está más a!la de las pretensiones de 

este trabajo, ya que el interés del mismo consiste en desarrollar 

un r11odelo, tan simple como sea po">lbl"!', que per111lta 1!!-Xpl icar el 

comportamiento cinético de PE? carboxl lasa. A pesar de ello, de 

los valores numéricos que se asignaron a las constantes se pue<len 

sacar varias conclusiones generale~ acerca de las caracterlst.icas 

de la enzima. i) La aílnldad del s"'"gundo sltlo por Hg2 • es tan 

baja que puede considerarse que s61arnente se une PEP3 - o el 

análogo y por tanto, este sltlo no es cataliticamente act.lvo 

pudiendo ser considerado corno un sitio regulador. 11) La unl6n de 

PEP3 - y Hg2 .. al primer sitio es mucho mtts débil que la un16n de 

Mg-PEP- y por esta razón puede cons lderarse que Hg-PEP- es el 

sust.rato preferencial de la enz1111a. 111) la un16n de PEP3 - o. del 

anAlogo al sit.lo regulador produce un incremento en la ICm(Hg-PEP-) 

y una dlsmlnucl6n en la constante catalitlca de Ja enzlina. vl) 

Exlst.en dos formas de la enzima, la forma modificada con PEP
3

-

11bre unido y la forma no modificada. 

Con las anteriores conclusiones como postulados, se desarrolló 

un modelo simpl lficado que slrv16 de base para el anál isls de los 

dat.os que se presentan en el art.!.culo 2. La deducc16n detallada de 

la ecuac16n cinética para el modelo simpl lflcado que se muestra en 

este segundo articulo se encuentra a contlnuac16n de la deduccl6n 

de la ecuación para el modelo general en el apéndice l. 

Uno de los aspectos Interesantes de este modelo es la gran 

cantidad de datos de la literatura que pueden ser e)Cpllcados 

mediante el mismo. La cooperat.lvldad posltlva reportada por varios 

aut.ores (74, 77, 172, 204) cuando PEP t.ot.al es usado co~o sust.rato 

var la ble se produce debido a que a 1 incrementar la concent.rac16n 

de PEP a una concentracl6n de Hg total const.ante se estAn 

lncrement.ando sh11iul t.Aneamente la concentracl6n de Hg-PEP- y la 

65 



concentración de PEP3 - libre. es decir. la cantidad de sustrato 

disponible auaenta al misJDO tle•po que la proporción de enzl .. 

activada también aumenta. La desaparlc16n de la eooperatlvldad 

ho..atr6plca posi tlva concentraciones altas del activador 

glucosa- 6-f"osf"ato (77. 204) puede asl alsitlO ser cXpllcada si 

supone que ese compuesto se une al mismo sltlo que PEP3 - libre. En 

presencia de una cantidad saturante de glucosa- 6-f"osfato la 

proporción de enzi•a activada serla aprox\mada~~nt~ constante y el 

increaento en la concentración de PEP3
- tiene un erecto 

adicional ell•lnando asi la cooperativldad posltlva. El hecho de 

que la cooperatlvldad posltlva sea mas pronunciada 

concentraciones ~ayores de Hg2
• (27) es explicable debido a que en 

estas condlclones la concentración de PEP3 - es menor para la mlsma 

cantidad de Hg-PEP- y por lo tanto nos desplazamos hacia reglones 

taás bajas de la curva de saturación del sltlo regulador por PEP3
-. 

lo que se manlf"lest.a en una mayor respuesta de la enzima. ya que 

entre Más alejada de la saturac16n por PEP:t- del sltlo regulador 

más cerca se estará de la zona en donde la respuesta a la 

concentración del ligando lineal. Estos ef"ectos f"ueron 

slrnulados también con el modelo propuesto y. aún cuando estas 

siniulaclones no se muestran en el articulo, se menciona que la 

co1ncldencla con los datos reportados es notable. 

La cooperativ1dad negatlva para el metal (137. 138. 141. 145. 

190. 228). tamblén puede ser expl !cada por el modelo. en virtud de 

que, a concentraclón constante de PEP total. los lncrementos en la 

concentración de Hg2 • total producen un aumento en la cantidad de 

complejo Hg-PEP- formado, pero una dlsmlnución en la cantidad de 

PEP3 - libre. Corno ya discutimos anterlormente, esto trae como 

consecuencia que se obtenga una menor actividad que la esperada 

para una enz1~a michaeliana y. por tanto. se genera cooperatlvldad 

negativa. Esta cooperativ\dad negativa aparente para el metal no 

debf! presentarse cuando la concentrac16n de Pa:' total sea lo 

suC1c1entemente alta para saturar el sitio regulador. aún a 

concentraciones de Hg2• total elevadas. Es decir. cuando la enzima 

presente en el medlo de ensayo sea la f"orma activada por PEP3 -

libre. Como ha mencionado el articulo 1. esta 

posiblemente la razón por la cual varios autores la 
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encontraron. 

El modelo t.aablén per•lte explicar el hecho de que 

concentraciones elevad;ts de PEP3- l lbrp. análogos de PEP 6. 

saenor proporción. Hg
2

* llbre se observe una lnhlblcl6n por exceso 

de sustrato. ya que en estas condlclon~s l~ especie llbre est.A en 

condlclones de corn.~tlr con el sustrato Mg-PEF"- por el slt.lo 

activo. produciendo asi lnhlblclón {Figura ZB. articulo 1). Este 

erecto es reportado por nosotros para f"enllíosrato (:rtgura 2A. 

articulo l} y ha sido reportado anteriormente para otros ef"ect.ores 

glucosa-6-f"osfato ( 172) y 3-f"osf"ogl lcerato ( 141 ). que 

pensa•os deben unirse al ~lsmo sitio re~ulador. 

Asl pues, el presente niodelo muestra la necesidad de 

controlar las concentraciones de Hg-PEP- y PEP3- libre en los 

ensayos cinéticos de PE? carbox1lasa. Sln embargo. en la gran 

.ayorta de los estudios realizados hasta la !"echa ha 

considerado a PE? total coino sustrato variable. y. por tanto. las 

conclusiones que puedan derivarse de dichos experimentos estarán 

1nf"luenciadas por la respuesta de la enzlrna a a los cambios en la 

concentración de su sutrato Mg-PEP y por el efecto regulador de 

PEP
3

- libre. De entre los muchos estudios que f'"altan por 

reevaluar. el efecto de pH sobre la actividad de esta proteina nos 

parect6 el más interesante. en vista de la lmportancla que este 

estudio tiene desde el punto de vista de la caracterlzacl6n de la 

PEP carboxllasa. dado que se ha pro~uesto la particlpac16n de esta 

enzima en la regulación del pH intracelular (23, 64. 110. ) y 

to111ando en consideración la poslbllldad de que PEP carboxilasa 

pudiese ser modulada ln vivo a trav~s de los cambios en el pH 

citoplásmico que pudieran acampanar a los cambios en el estado de 

1lumlnacl6n de la planta, como se ha descr 1 to para el de 

algas f"otosint•tlcas {46, 166. 169). 

En el articulo 2 se describe la respuesta de la reacc16n 

catallzada por esta enzima a la concentrac16n de PEP3 - libre y a 

la concentrac16n del sustrato Mg-PEP- en el rango de pH 6.4-8. S. 

El estudlo resulta un tanto amble loso. ya que la complejidad del 

modelo propuesto para PEP carboxl lasa. aunado al hecho de que la 

concentracl.6n del sustrato Hg-PEP- y del actlvador PEP3 - libre 

estén l lgados por una constante de equl l lbr1o. hacen de la 
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.anipulac16n experi..ental un aspc'!"cto dif"lcll en esl(" tipo de 

estudios. 

Para describir el co•portaaiento de la enz\1113 f"rente al pH. 

en el articulo 2 se •uestra la respuesta de V111ax y J(m frente a la 

varlacl6n en la concentración del ectlvedor PEP3
- 11bre a varios 

valores de pH dentro del rango aenclonado (f\g. l Z y :l) y se 

observa que las lineas trazadas en las grá!"lcas se ajustan 

cual1tat.lva y cuant.1tat1vaacnte a los punt.os exPf"rlmentales. En 

estas gráf'"icas las lineas trazadas han sido calculadas con la 

ayt.¡da de la ecuación cinetlca para el modelo propuesto. Para este 

propósito a cada valor de pH investigado se realizó un ajuste por 

regresión no lineal del conjunto de valores de velocidad lnlclal 

asociados a la concentraciones respectivas de PEP3 - libre y de 

Hg-PEP- e•pleadas en cada 1aedida (como se describe en la seccl6n 

Experl•ental). Los valores de las constantes que resultan de cada 

ajuste var1an de un pH a otro. ~ro los t11\smos valores de las 

constantes fueron e111pleados para todas las simulaciones realizadas 

al pH respectivo. Una vez que se obtuvo el ajuste numérlco al 

modelo de los datos experimentales a un pH deflnido se realizaron 

pruebas estad1sticas para valores extremos. sesgo. tendencias y 

falta de iníormaci6n. Las pruebas resultaron negativas en t.odos 

los casos, excepto para el análisis de f"alta de 1nformacl6n que 

resultó negativo para las pruebas 111ás laxas, ~ro posltivo para 

las pruebas ~as rigurosas. Este resultado derlva de la complejidad 

prop\a del modelo y refleja los amplios valores de 

lncertldumbre para las constantes reportados por el progra•a. 

Co~o se ha mencionado en este segundo articulo. el modelo es 

cai:>az de explicar el comporta•1ento de est.a prote\na en todo el 

rango de pH estudiado, como se puede constatar al observar los 

ajustes obtenidos. Es evidente que la respuesta de la proteina al 

incre•ent.o la concentración de PEP3 - llbre cambla 

substanclalment.e a va lores de pH por encima de 7. S. En tan to que a 

valores de pH cercanos a 7. O la enzima responde a la un16n de 

PEP3
- llbre al sitio regulador con un a\.lmento en la af"lnidad por 

Hg-PEP- y una disminución en la Vmax. a valores de pH cercanos a 

B.O la enziraa responde con lncrenoent.os en el valor de a111ibos 

pará•etros. orlginándose patrones de veloc\dad inlclal que se 
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lnlerseclan 

apreclables 

la 1zqu1eraa eje 1as oraenaoas. 

el caso de Vr111ax que en el caso de K•(Hg-PEP-). A 

estos valores di"! pll el corriporta•lento de la f'!nzl•a es muy similar 

al de las enzimas que catallzan reacclon~s blsustrato ordenadas o 

reacciones al azar en e-qui l lbrlo rápido. ya que. COMO se ha 

mencionado anterlonnrnte, est@ mecanismo prMlcf!' el que las curvas 

Sf!' corten a la izquierda éel f!'je de las ordenadas en las gráficas 

de dobles reclprocos. El inodf'!lo propuesto por nosotros ta•b1én 

puede explicar este cornporta,.lento, siempre que la constante do 

d1soclacl6n para PEP3 - libre al sltlo regulador CIC .. ) 

surlcientf!'mente baja como para mantener este ülll•o saturado 6 

suriclent.err1ente alta para que rorme 

importante de enzima modificada. en cuyo caso, 

porporci6n 

s6la rora.a 

enzimática estarla presente en el r111edlo de ensayo a este pH y a 

las concentraciones de PEP3- libre empleadas. La razón por la cual 

no se utilizaron concentraciones de PEP3- libre raás bajas que 0.2.3 

mM ha sido mencionada anteriormente. A la vista de estos datos 

resulta muy interesante que glucosa-6-fosfato y glicina seon 

activadores muy pobres a valores de pH cercanos a B. O (86. 193. 

213). indicando que aUn cuando el sltlo r""~ulador es runcional a 

este pH. es posible que la cantidad de PEP:J- libre en el •edio de 

ensayo sea suficiente para niantener el sltlo regulador de la 

enzima cerca de la saturación, sl bien no es la única expli~aci6n 
posible. 

Erecto del pH sobre la regulac16n de PEF' ca.rt:>oK1 lasa por 

PEP l lbre. 

En las figuras 1, 2, y 3 del art lculo 2 se muestra la 

respuesta de PEP carboxllasa a concentraciones crecientes de 

PEP3 - libre para los valores de pH estudiados. Al igual que antes 

la lineas dibujadas rueron trazadas utilizando la ecuación 

cinética propuesta para est.a reacción, empleando a cada pH el 

conjunto apropiado de valores para las constantes obtenido según 

se describió anteriormente. Estos resultados conf"lrtnan la validez 

del mecanismo cinético propuesto en el articulo 1. ya que dicho 

modelo es apl lcable en lodo el rango de pH estudiado. 

Como ha discutido el arllculo 2. el sustrato 
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pref"t!'renc1al de la enz1aa es H,g-PEP- a todos los valores de pH 

est.ud1ados. en ta..nt.o que tanto PEP
3

- conta PEJ•H2 - podrian ser las 

especies act.iv..,doras. Cabe notar que el pK.- d.- lonl:zac16n para el 

t.ercer prot6n del f"osre>e"nop1ruvato es 6.4. por lo que a pff 7.3 la 

especie prM01111nante será PEP3- y es a este pll qut:!- se ob~crvan los 

caablos ~6s dralllátlcos en la respuesta de la ~nz!~~ frente a las 

varlaclones de concentración de estas especies. Este dato parece 

indicar que PEP3 - libre es la especie lmport~nte. aún cuando la 

partlc1pac16n del dian16n no se puede descartar. 

Ea l~portante resaltar que a pesar de que el comportamiento 

:rrente a pH de los paráaetros obtenidos experi1m1entalmente puede 

parecer sorprendente. la respuesta observada es predicha por el 

..odelo. Un ejemplo de esto son los cambios en los valores de Vmax. 

que aumentan a casi todos los valores de pH como respuesta al 

aumento en la concentración de PEP3- libre. pero d1s11tinuyen a los 

pHs 7.3 y 7.0. La naturaleza de estos erectos justirlca el empleo 

de un aodelo tan complicado corao el que se propuso en el primer 

articulo. 

En el segundo articulo menciona además el modelo 

concertado propuesto por Jawal i (199) y se mencionan las 

por las que pensamos que su •odelo no es apl lcable al caso de PEP 

carboxllasa. Por un lado, nosotros no observamos el comportamiento 

hlsterético con la preparaci6n de enzillla pura que reporta este 

autor. lo que es probable que se deba a dlrer~ncias en el proceso 

de purlr1cac16n de la enzima. De cualquier· modo, los cambios 

observados por nosotros. achacables f"en6menos de 

hlstéresls. Por otro lado. el modelo propuesto por Jawall 

generarla una respuesta de cooperativldad positiva para Hg-PEP-. 

que nosotros no observamos los grárlcos de dobles 

reciproco& frente a Hg-PEP-. co•o se puede comprobar observando 

los resultados de la Figura 3 del articulo l. 

A f"ln de analizar el erecto de pH sobre los parámetros 

clnétlcos de esta enzl111a. regrarlcamos los datos de las f"lguras 

1.2 y 3 del articulo 2 en las f"iguras 4. 5 y 6. Estos datos se 

presentan tratando de que sean lo menos repetltlvos posibles y de 

que f"aclllten el análisis del erecto de pH. En estas f"lguras (4.S 

y 6, articulo 2), se observa de Inmediato que la respuesta 111.ás 
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draafltlca a la varlaclon en la concentración d~ PEP- libre ocurre 

a loa pHs 7.0 y 7.3 y son especial.ente notables los ca•bios en el 

valor de KnLapp(Mg-PEP-). lo que se ref"leja en cambios en el valor 

de la pendiente. Suponemos que estos cambios son de relevancia 

fisiol6glca, ya que son rangos de pH que creenios flslol6glcos y 

porque pensamos que la enzima no se encu~ntra saturada 1n v1vo por 

su sustrato M.g-PEP- (171 ). A concentr-aclones saturantes, los 

incrementos en la concentrac16n del regulador no tendr1an un 

erecto actlvador, sino que por el contrario pr-od.ucirlan lnhlblcl6n 

a pH 7.0 y 7. 3. dado el d~scenso que PEF'3 - libre produce en el 

valor de Vmax a estos valores dP. pH. Por otro lado. es interesante 

que cambios en el valor de K,. (Hg-PEP-}. slml lares a los que 

ocurren como resultado del incremento en la concentración de PEP
3

-

libre. pueden ocurrir con un incremento dP- pH de 7.3 a 7.5. Por 

esta razón proponemos que incremento~ rn el pH del citoplasma en 

este rango. tales como los que ocurren en algas f"ot.oslntétlcas 

durante el periodo de ilumlnac16n (46, 166. 169). pueden producir 

un incremento en la actlvldad de esta prote1na a concentraciones 

subsaturantes de M.g-PEP- y. de esta manera. el pU y el nivel c;le 

PEP3
- llbre pueden en conjunto contrlbu1r a la regulación f"ina de 

la actividad de esta pr-otelna In vlvo. 

El efecto conjunto del pH y la concentr-ac16n de PEP
3

- l lbre a 

concentraciones subsaturantes de Hg-PE?- puede anall~arse 

comparando el valor de la ccnstante dP pseudo prlmer orden de la 

reacc16n (Vmax/Km(Hg-PEP-)) que se muestra en la flgura 3 (181). 

Asi. un incremento en la concentraclón de PEP
3

- libre de 0.23 a 3 

mH producirla un aumento de aproxlmadamenle dos veces en la 

constante de pseudo primer orden a pH 7.0 o 7.3 y un aumento de 

poco más de 1.5 veces a pH 7.5. Por su par-te, un incremento de pH 

de 7.3 a 7.5 se traducirla en un aumento de más de cuatro veces 

este valor a una concentracl6n de PEP 3
- libre de O. 23 mH y en 

incremento de poco más de tres veces a 3 mH de PEP3 - libre. 

Finalmente. un aumento de la concentración de PEP3 - de 0.23 a 3 mH 

aunado al incremento en el pH de 7.3 a 7.5 provoca un aumento de 

casi 8 veces en el valor de este parámetro. 

Las f"1guras 7 y S del articulo Z contienen lnf"ormacl6n que 

resume la respuesta de la Vmax y de la constante de pseudo prlmer 



orden de la reaee16n (Vaax/1Ca(Hg-PEP-)) en f"unei6n del pH. En el 

articulo se discute con detalle la inf"oraaci6n disponible sobre 

los posibles grupos i•pl1cados en catálisis (f"lg 7. articulo 1) y 

en la un16n de Hg-PEP- Cf"ig B. articulo 2). sin embargo. como alli 

mismo se menciona. no es posible dar valores de pKa para estos 

grupos y por tanto no es posible ldentif"icar su naturale2a qulmica 

con precisión. Lo anterior se debe prlnclpallM!nte a que en ambas 

curvas se observan siempre las contribuciones de las dos rormas de 

la en2ima lmpllcadas. la f"oraa aodlf"lcada (con PEP3- libre unido 

al sltlo regulador) y la f'"orma basal de la misma (con el sltlo 

regulador sin ligandos unidos). 

A pesar de las l ial tac iones que se presentan al momento de 

interpretar los perf"iles de pH. es posible proponer que los grupos 

participantes son posiblemente histidinas y clstelnas. en virtud 

del rango de pH en el que se observan los cambios descritos.'Es 

notorio que cuando PEP3 - libre se une al si t lo regulador. 

modif"ican sensiblea.ente los perf"iles. sef\alando la presencia de 

algunos grupos cuyo pKa se desplaza. o bien. desaparece. es decir. 

que el grupo deja de ser ionlzable en la enzima modlf"lcada. En 

otras palabras, la un16n de PEP3 - llbre al sltlo reguladcr de la 

protelna af"ecta sensiblemente el comportamiento de ciertos grupos 

relacionados con cat~llsls (f"lg 7, articulo 2) y grupos implicados 

en la unión del sustrato Hg-PEP- (flg 8, articulo 2), esto indica 

que la unlbn de PEP
3

- llbre la enzima genera cambios 

conformacionales que afectan la estructura del sitio activo. 

De nuevo, las variaciones mtls notables se observan en el 

rango de pH de 7. O a 7. 3, lo cual lndlca que los grupos lmpl lcados 

más probables sean h1stidlnas y/o ciste1nas. Esto Ult.imo esta de 

acuerdo con la estructura del sito activo propuesta por Andreo et 

al. (4) y que se muestra en la F'lgura B en la sección de 

antecedentes. 

El efecto de PEP
3

- l lbre en la establ l ldad de la enzima 

será dlscutido aqul debido a que ha sido discutido surlcientemente 

en el articulo 2. S6lo nos parece pertinente mencionar que debido 

a que las curvas de progreso de la reacción obtenidas durante el 

curso de los ensayos f'"ueron l lneales, excepto a los pHº s más 

extremos y a bajas concentraciones de Hg-PEP-. pensamos que 
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nuestros resultados no estan tnl Ju1dos dP. una manera dP.termtnan't.e 

por la ineslabllJdad de la enzJma en el m~lo de ensayo. 

I1npllc:aclonr!: sc•1->re J., r~¡::uJ11cJ6n por Ju?. d~ PEP c.arboxllasa 

en plantas C<1. 

En virtud de que la r~gulaclón por lu7 de esta enzima en el 

cJclo dta-nochf? en plantas C• es uno di? los aspectos que han 

despertado más interP.s en P5te canapo l"'n los Ul thaos at\os. nos 

pare-cJ6 pert1n~nte dl~cutlr la posible relevancia de los datos 

presentados en estos dos articulas en la regulación a corto plazo 

de esta enzima. 

Durante la noche. la ruta C• s~ ~ncu~ntra delenJd;;i; (49. 112 0 

205). ya que las enzimas plruvato ortofosf"ato dlclnasa y malato 

deshldrogenasa de~ndlent.P d~ NADP del cloropJasto de ~s6f'"llo 

encuentran Inactivas (vP.r anteced~nles). SI n embargo. la 

gJuc6llsJs está activa y por tanto hay producción de PEP en el 

citoplasma. En estas condlcloncs Jos niveles de PEP deben ser 

bajos dado que la carga energ&tlca de la célula es baja y por 

tanto. la enzima plruvato clnasa compite activamente por este 

sustrato. Durante esle ~rlodo PEP carboxtlasa se encuentra 

desf"osf"orllada y su af"lnldad por PEP es baja. el pH cltoplásmlco. 

es probablemente cercano a la neutral Jdad. como ha sldo reportado 

en algas f"otoslntétlcas (46. 166 0 169) Y. por ende, la enzJJ1:11a es 

muy senslble a PEP3 - llbre y a glucosa-G-fosf"ato. pero los niveles 

de ambos metabolltos son bajos debldo a su consumo por las enzimas 

de gluc611sls. La actividad de PEP c-arboxllasa durante este 

periodo esta probablemente l lml lada a su tunc16n anaplerótlca de 

relleno del ciclo de Krebs y quizá a la reguJacJón del pH 

el toplásmlco. 

Con el lnlclo del dla. la enzima pi ruvato ortof"osf'"ato 

dlclnasa es reactJvada y la producc16n de PEP s~ Incrementa. 

Curiosamente durante estos momentos lnlclales. el plruvato 

producido por la enzima plruvato clnasa a partir de gllcollcls es 

empleado nuevamente para la sintesls de PEP en el cloroplasto. 

Estas actividades en conjunto. podrian constituir una lanzadera de 

ATP desde el cloroplasto hacia citoplasma y elevar en consecuencia 

la carga energétlca de este compartimento celular y. al retener el 

plruvato producido por glucóllsls 0 aumentar el nivel de esqueletos 
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C3 dlsponlbles para el clclo Ce. Al elevarse la carga energética. 

la plruvato clnasa es lnhlblda por el ATP y los n\veles de PEP se 

incrementan. Por otra parte, la af"lnldad p.or PEP de la PEP 

carboxll;¡¡¡¡sa au-nta al f'osf"orllarse la protPin:t. y adr.t11:\s. con el 

lncreMCnto en los nlveles de PEP3 - llbre la aclivldarl d~ la enzlaa 

se lncreinenta para ajustarse a lao; necesldar!~s de la ruta Ce. 

Conf'orMe transcurre el dla. la aslallac1Un de luz por el 

cloroplasto podrla estar acompal'i.ada de camt>IC"s de pH en el 

cltoplas•a y estos a su vez .a.ntendrlan a PEP carboxilasa activa 

lndep@'ndiente-nte de los niveles de PEP3 - l lt>re. tal vrz llm.lta.da 

sólamente por la dtsponlbilldad de Mg
2 • libre y de H003-. Es 

probable que st la dlspontblltdad de HC03- y/o de Hg;?• libre 

lnf"erlor a la producc16n de PEP
3

- l lbre por ta ruta C.~. al 

acUMularse este U 1t1 "'º· produc1r1a 1nhlblci6n de la 

actlvldad de esta enzima. lo que raantendrla las flujos metabólicos 

dentro de los limites requeridos por la planta. ya que como se ha 

discutido antes. niveles elevados de este m~tabol 1 to tendrlan 

ef'ecto inhlbldor sobre la enzima. especialmente a valores de pH 

cercanos a 7. S. 

Con el atardecer. Ja actividad de aslml lac16n de energla por 

parte de los f"otosisteinas del cloroplasto se ve limitada y, asl. 

el pH y los niveles de PEP s1ntet1zado v1a Ce disminuyen. la 

en:z:lma responder la ambos factores modulando actlvldad 

gradualmente hasta que. con la dts~lnuclón de la carga enegétlca, 

la plruvato el nasa reactiva y la PEP carboxllasa 

desf'osf"orl la regresando a las condiciones de obscuridad. Durante 

esta última f'ase. los intermed1ar1os de la ruta C•. 

plruvato,se acumularian. lo que podrla servir para reiniciar la 

actlvldad metabólica de la m1tocondr1a. Por su parte. la actlvldad 

residual de PEP carboxllasa contrlbulrla a el~var los niveles de 

lnt.ern:iediarlos del ciclo de Krebs. ya que la enzima málico 

deshidrogenasa-NADP de cloroplasto se inactiva por oxldacl6n de 

sus grupos -SH y el oxaloacét.ico producldo por PEP carboxlJasa. al 

no ser capturado por el cloroplasto. puede ser utlllzado por la 

mltocondrla. 

74 



Este mecanismo. aún cuando incluye una gran cantidad de 

elementos Inciertos. es en apariencia bastante plausible ya que 

esté de acuerdo con las observaciones que han sido reportadas por 

los varios lnvest lgadores que han abordado el problema. S1n 

e•bargo. plantea varias preguntas. tales como el valor del pH del 

cltoplasma y Jos cambios en los niveles de metabolltos que puedan 

ocurrir como resultado de Ja tlumlnaclón de las hojas de plantas 

Cc. sólo por menclon:11r algunas. 
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APOIDICE l. DEDUCClóN ALCEBR.AICA DE LAS ECUACIONES CI~ICAS QUE 
SE REPORTAN EH LOS ARTlCUl..OS 1 Y 2. 

~ incluyen aqU1 las traducc16nes al castellano de los 
documentos anexos a los aanuscrltos originales que se adjuntaron a 
los aanuscr1t.os cuando estos últimos fueron sometidos a 
publicac16n. Estos anexos no fueron publicados, ya que su 
'finalidad era slinpllt"icar el trabajo de los revisores. pero se 
incluyen en esta tesis a fin de facilitar la cr-rnprensión y lectura 
de la misma. 

El conjunto de constantes de dissoc1ac\l">n globales y los 
correspondientes cocientes de velocidad definldos en el a~ndice 
del articulo 1 permiten una descripción cornpleta del modelo. Un 
esquema de todos los e-quilibrios cont.ernplados por el llltOdelo se da 
en la figura 10 de este apéndice, la nomenclatura de las 
constantes se sirnplific6 en esta figura por razones de claridad, 
~ro, el propósito de la •isma es sólo el de facilitar al lector 
la revisión de todas las posibles es~cies enzlrnátlcas que deben 
incluirse. Cada complejo enzl•a-llgandos puede expresarse corno una 
func\6n algebráica de la concentrac16n de enzlrna libre y de las 
concentractones normalizadas de los ligando que participan en la 
formac16n del complejo. J.e: 

tESPM<t.A.r l = tEJ · {S}P · {Mr · {.A.lr / (KnK: K: K: } 

Donde Ks, K.M y KA tienen el slgnlflcado que se les ha 
asignado en el apendice del articulo 1 y Kn representa la 
constante adlrnenslonal que se dá en la tabla 4 de dicho ap6ndice. 
Entonces, ut 11 lzando las deflnlclones de las concentraciones 
normalizadas de los llgandos s. '"'y Q que se han dado antes, en el 
apendlce del articulo 1, la expresl6n ant.erlor se c<:>nvierte en: 

lESpMq.A.r]= (•p-mq-Qr / Kn}·[EJ. 

Tomando en cuenta las conslderaclones anteriores se puede 
proceder a escrlblr la ecuaci6n de velccldad, del sistema en 
equ\libr\o rápido, s\ se consideran todas las especies que pueden 
ser catallticamente activas en el modelo: 

~ - kp ((ESMl + V 1{MSE) + V 2[sEMS) + v 3(MsEs1 + V 4{MESM) + 

V 5[MSEMl + 2·v
6
{M5ESM) + V 7[.A.ESll.1l + V 8 {MSE.A.l + V 9{MSEAM1 + 

V 10(M.A.ESM]}. 

Cuando expresarnos esta ecuación en términos de la 
concentración de enzima libre y factor1~amos (El obtenemos: 

( 
1 vi Vz 2 v:J 2 v., 2 

u.:. - ltp•{E]· -·s·m + -·s·m + -·•·m + -·s·m + -·•·m + 
Ks K6 K9 K10 K'l'l 

2.s·m2 + z.2 ... ~m2 + ~--·m•a. + ~-'S•ft\•Q + 2 .•. m~a. + 
K, 2 Kl 3 K27 Kz9 K31 

VlO 2 
--·s·m·a. K,, 
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Figura 10. Esquema que representa los equiilbrios rf!"queridos para 
describir el modelo general propuesto en el articulo l. La letras 
E. s. ""· y A representan a la f!"nzima. el sustrato. el cof"actor 
metálico y un análogo del sustrato respectlvamentf!"- Ks. KM y 1CA 
rf!"presentan las constantes intrlnsecas de unión para el sustrato. 
el cof"actor y al análogo a Ja enzima res~ctlvamente (ver apéondlce 
del articulo IL Los ?actores de Interacción han sido substituidos 
por las letras minúsculas en cursiva debido a que Jos slmbolos con 
subindlce. por ser demasiado largos. daban co1no resultado una 
llgura conlusa. La correspondencia entre las dos nomenclaturas se 
omite por no ser Utll en la deducción. Los dlf"erentf!"s complejos 
que se f"orman entre la enzima y los llgandos han sido encerrados 
en elipses para hacer resaltar este parte de la f"igura que es la 
de mayor Interés. 
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Puede notarse que el ractor s•m aparee-e """ tn--f•-.-:; l~or. t~r'llllnos. asi 
pues. al agrupar estos ter~lnos Ja ecuacl6n r~sultante es: 

u.o - A:p·(EJ·•·m·[ __!___ + ~ + ( 2+ ~ )·•+ ( ~ + _¿__ J·m 
Ks K6 K9 KlO Ku K1Z 

+ ( ~ + _2 )·<> + ( ~ + ~ )·a•m + 2-.~6-·s·m] 
K27 K29 K31 K:a2 Kt3 

El !"actor dentro de los paréntesis cuadrado~ .-..e; lp;u:il al ractor 
deno•lnado D en el apéndlc~ del articulo 1 {E:;cuaclon 3). la 
expresión puede escrlblrse. entonces, co~o: 

.u,., - lt.p·(E]·,·in·D (1) 
Como slgulente paso. escrlblmos ahora la ecuacl6n de balance 

de saasas para la enzhaa total. que incluye todas Jos poslbles 
complejo& enzlma-llgandos que pueden f"ormarse {ver Flg 10): 

CElt = !El + !Es! + CEMI + CsEI + CMEI + (sEMI + CMEsl + CsEsl + 

[""1E:M] + CAEJ + CEAJ + (AEA] + [EAMl + [MAE] + [A[M] + CMEAl + 

CAEMAJ • CMAEAl • CMAEMJ + CMEAMl • CMAEAMJ • CAEsl • CsErJ • 

CMAEsl + CsEAMl • CsEMSJ + [MSEsJ + [MESMJ + [MsEMJ + [MsESMl + 

(AESM) • IMSEAI + !MsEAMI + !MAESMI. 
Nótese que los últimos 10 términos de la ecuación aterior 

corresponden a los complejos productivos y. por tanto, han sido 
incluidos en Ja ecuación de velocidad ya deducida. Ahora, como 
antes, escribimos los términos en f"unc16n de las concentraciones 
normalizadas de los ligandos y de la concentración de enzlma libre 
para ! legar a: 

!Elt= CEJ· ( 

~ + m~o + m~o + m;i:o
2 

+ ~ + ~ + ~ + 
K21 K.z2 Kz3 Kz4 K.zs Kz.s. Kza 

~+~+~+~+ s~rn +~+....!....:....!+-.!.:...!!!....+ 
K3o Ks K.s. K9 Kto Ktt Kt2 K¡3 

~ + ~ + •-m~o + s•m~o ) 

Kz7 K29 K:it K:i2 
Esta espresi6n tan larga puede simplif"lc:arse observando que 

algunos términos contienen el f"actor •·m y otros no. Separemos 
estos términos en dos expresiones y llamemos a un conjunto de 
t.érmlnos grupo(!) y al otro grupo(2); dichos conjuntos son: 
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Grupo ( 1) - ( 1 + s + m + a. 

m•a. n1•a. m•a. m-a. m•a. m•a. 2 m~a.. ni~a. 
• --- • --- + --- • --- • --- • --- + --- • ---

K16 K17 Kle K.19 Kzo K21 K22 K23 

+ m~o.2 + ~ + ~) 
K2• K2s K26 

( 
•·tn 9·m •·m-a. .... m•a. s·m s-~ 

Grupo(2l • --- + --- + ---- + ---- + --- + --- + 
K7 Ke K2e K30 Ks K6 

s~rn + s~rn + ~ 
K9 Kto K.11 

s·m~a. + s-m~a. ) 

K31 K:.2 
Est.as expres lones después de ser reagrupadas y f"actorlzadas 

se t.ransforman en las slgulent.es: 

Grupo(l) • 1 + ( 1 + - 1
- + -

1-·a )·a+ ( 1 + _.!__ + -.!-.m )·m + 
K1, K 15 K, K 2 

[ 1 + _!_ + __!_., + (-
1
- + -

1
- )·a]·•+ [-1

- + -
1
- + -

1
-

K3 K, K25 K26 Kt6 K17 K1a 

)···[-' ·-' K27 K2e 

K:
1 

+ K:
2 

)-m} 

·-'-· 1 
K29 ~ 

+ ( _1 + _1 ) •m ] •a + ( 
K31 K32 

Flnalrnent.e, comparando est.as expresiones con las que se dan 
en el apéndice del articulo 1 como Nt y Ns (Ecuaclons 4 y Sl. las 
expresiones ant.erlores pueden escrlblrse corno: Grupo( 1) • Ns y 
Grupo(2) - Nt·s-m. Subst.ltuyendo est.as expresiones en la ecuac16n 
orlglnal pa.ra la concentracto? tot.a l de en21ma obtenemos: 

[Elt = [EJ· l Ns• N•·•·m (2) 
La ecuac16n r1nal de velocidad lnlclal puede deducirse 

simplemente dlvldlendo la ""><presión obtenlda para la velocidad 
(ecuacl6n 1) sobre la expresión de la concentracl6n total de 
enzima Cecuacl6n 2) de lo qu~ resulta: 

kp·[E]·s·m·D 

CEl·( Ns+ Nt ·s-m 
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En esta ecuac16n f'inal, podemos substlt.ulr nuevanu~nte las 
concentraciones nor•allzadas • y m por su s1gn1C1cado original y 
simplif'lcar la concentrac16n d(!' enzima libre e-n r.1 cocl~nte del 
lado derecho. Teniendo además en cuenta que kp·[E]t es lgual a 

v-.. y •ultlpllcando deno•lnador y nu.rnerador de el cociente del 
lado derecho por la unidad escrita como {K"•K...-;) / (Y..M•lCs) nos 
queda la que se presenta en el apéndice del articulo 1 como 
ecuac16n 1. 

V••• ·D· [S) • (M] 

H1•[S]• [H] 
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Q:escr1pc16n matemá~ ~modelo !i...\..!!~.!....!5.2. s1mp11f1cado ~ 
~ carboxi lasa 91!!: 1!!!. rres'('nt.a ~ tl .1!..!:.!.1s:.Yl.2 z...... 

Este es un mod~lo part\cular para una ~nzl"'a alostérica c3~ 

~~~str~~~os 11<!,lr~el~~m~~o e s61tote~~~tu~~te:i lo~ap~~;:z d~e u~~~r p~2· 
(cof'"act.or mrtállco dl ... ah:nte libre) y Hg-f"EP- (complejo 
meta 1-sustrat.o} _ 

Por razones de slmpllcldad. asumimos que ambos sitios t.lenen 
constantes de d\soctac16n 1ntertns~r:-as para el sustrato (K.f'vl 
que. cuando es apropiado. se mul t lpl lcan por u'.1- !"actor que 
representa la dif'"erenc1a en af'"lnld<1des para PEP que pueda 
existir entre ambos st tlos. Este factor. l lanoado por nosotros 
coc\ent.e de afinidades. es f2. Adlclonalm<'!nt.4'!, estas constantes 
pueden estar afectadas por factores de 1nteracc16n, que son 
valores numéricos que expresan en número de veces que una constate 
aumenta o dlsrnlnuye como resultado de las tnteracclones que surgen 
cuando más de un l lgando está unido a la enzima (tabla 7.). 

De manera slml lar, asumimos que todos los complejos 
productivos tl.-ncn la misma constante catalltlca. la cual. cuando 
es apropiado, !'ie multlpllca por un factor que expresa las 
dlferenclas en eflclencta catalittca que ~xlsten entre los 
diferentes complejos productivos y ~l complejo de referencia CESM> 
(v. tabla 6). Este modelo consta de 9 complejos enzlma-ligandos y 
la concentración de cada uno puede ser descrito por la constate de 
dlsociac16n global correspondl~nte (tabla 6), tal como se hizo 
para el caso dr!l rnodf!'lo p;rn~ral CapJ.-ndtce del articulo 1). Un 
esquema completo de los equilibrios lncluldos en el modelo se 
presenta en la figura 11. 

TABLA 6. Ocscrlpclón del modelo ctnét.lco para la reacción 
catalizada por la enzyma PEP carboxl lasa de maiz. 
Especies enzlmát.lcas que se rorman por la unión de PEP'3- y Hg2

• a 
la enzima. 

Complejos Constante de Product.o 
Enzima- Constante Dlsoc1a.ci6n de 
llgandoa cat.allt.lca global Factores 

EPEP Ks 
EH& K" 

PEPEPEP K, Ks 2 K, - f 2f3 

PEPE K, Ks K, - r, 
EHgPEP kp K, Ks K" K, - f 

5 

PEPEMg K7 Ks K" K, - r
2
r

4 

PEPEH&PEP v
2

kp K, Ks 2 K" K• - r
2
r

3
r,r

5
r

9 
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TABIJ. 7. Descr1pc16n de los f"actores de lnteracc16n 
considerados en el ..adelo clnéttco para la reacción 
cataltzada por PEP carboxllasa de aa.iz. 

f
3 

-·· PEPEJPEP r, - PEP~Hg r 5 • CJ PEP+->Hg 

r 
9 

.. PEP EJ HgPEP 

( ) Representamos estas lnteracclones con flechas ~ntre los 
llgandos que partlcipan de esta lnteracc16n {..--~). 

( ) El cuadrado representa a la enzlma y Jos lados derecho e 
izquierdo de la misma representan el sitlo catalltlco y el sitlo 
regulador respectivamente. 

Al igual que antes las constantes de dlsnclaclón globales de 
la tabla 6. permiten expresar la concentración de cualquier 
complejo como una f"unc16n de la enzlbl.a libre y la concetraclón 
normalizada de los ligando que partlclpan en su formac16n. 1.e: 

[EPEP PMg0 ] = [E]· [PEP]P · (Hg)º / (KnK;t:r K~) 
En donde KPl:P y K""1 tienen el mlsmo slp:nlf'lcado que se les 

asigna en el art lculo 2 y Kn representa la constante adlmenslonal 
dada en la tabla B. asl pues, tomando los valores de las 
concentraciones normalizadas s-[PEP}/Kl>E:P y m-fMg]/KMq empleadas 
en el primer artlculo la espres16n prevla se convlerte en: we can 
wrl te the prevlous expresslon as: 

fEPEPPHg0 J = (sP·ntº/ Kn)·(El. 

Proced'!'mos como antes escrlbtendo Ja f'".-:-uac16n de velocidad 
que contiene los complejos productivos (en este sólo dos): Uo 

• "• CfESMJ + v 2 fsEMsl l 
Cuando expresamos esta encuacl~n términos de las 

constantes y concentraciones normal Izadas correspondientes. 
después de f'"act.or lzar CE]. obtenemos: 

- A.p·(E]· ( .....!......·s·nt + -2.s~m ) 
K 5 K 9 

Nuevamente el Jactar s·m. puede ser f'"actorlzado resultando: 

- A.p·[EJ·s·m· [ .....!...... + .::!3. •s ] 
K 5 K 9 

El f"actor entre par~ntesls ha sido denominado O en el 
art.iculo 2. s6lo que s ha sldo subst1tuldo por su s1gnlf'"tcado 
orlglnal. 1. ~: 

(3) 

La expresión puede escribirse como: 

u.o - /cp·[El·•·m·D - ltp·[EJ· !::~~=~J ·D (4) 
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PEPE + Mg cKMo PEPE Mg 
bKp~ + + bcKPE~ 
PEP MgPEP PEP + 

+ PEP + PEP 
E + Mg ------~-~---- E Mg 

.¡. + 

PEP 

r
PEP • a 

PEPE PEP 
dcbKp~ 

PEP 
+ 

EPEP + Mg 

XpEpKw0 

+ ..,....,.---~'-t---- PEP E MgPEP 

~cdeKPEP 
PEP 

EM;PEP ~ 

Figura 11. Equema que representa los equl l 1brlos necesarios para 
descrlblr el modelo slmp11r1cado que se describe este apéndice. E 
representa a la enzlma y los llgandos escritos a la lzqulerda de 
la E su unl6n al slt.lo regulador. en t.ant.o que, los llgandos 
escrlt.os a la derecha de la E son ligando unldos al sltlo actlvo. 
La nomenclatura de las constantes lntrlnsecas ha sldo conservada 
como en el caso de la Clgura 10. La nomenclatura restante ha sido 
substltulda por una ~ás compacta como se hlzo antes, pero, tarobl~n 

en este caso la correspondencia entre ambas conslder6 
Irrelevante. 
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Ahora. la expres16n para la concentración total de enzlaa es: 

lEJ, = [El + [EM&PEPJ• CEPEPJ + [8'.gJ + l!'O'EJ • IPEPEHBl + 

CPEPEPEPJ • [PEf"EHgPEPJ 

Que pueden substituirse coi:i.o anlt'.!s para d.sr: 

( 
s s·tn ~ 2 s•tn s~m 

[Elt.=[EJ· 1 + s + m + IS" + K-;- + t(," + -.<s- + ~ 

Nuevarn~nte observaf!IOS un11 serle de térrn\nos cnntenlendo el 
{'actor •·m y. además. otros que contienen el .factor s. s6lo un 
término. el término m no puede ser agrupado ("n nlnguna de estas 
categorias. sln f!mbargo. cons\dr.r~ndo la const.intc de estabilidad 
del cosaplejo t"g-PEP- def" lnlda por: 

JCo· c:1:~~at1 csl 
Se substituye el tt-r•ino por (Hgl/'KMoi 

(Hg-PEP)/IC.1'q•Ko· (PEPl y subtituyendo t.aablt-n los ter111.inos que 
contienen m·s • [M.gl·lPEP)/lCl'lQ'·KPD" ,. [M.g-PEP}/Xo•K"Q·KPa> y s • 
(PEP}/K.pi:p, nos queda. f"lnalntente: 

(Hg-PEP) l 
K.o•KKo;•KPCP

0 K; 

lPEP} 
KPEP 

{Mg-PEPJ (PEP) 1 ] 
Ko°KK9°KPEP° KPEP

0

~ 

(Mg-PEP) [PEPl l 
KnP"K:; IC.Jc.o;;r•Ko· [PEP) 

{Hg-PEP] l 
Ko•KKo; •KPE.P ·-.e; 

Expes16n que puede f"actorizar, quedando: 

CEJ,= CEJ· [ 
(PEPl 1 
KPEP'K°; 

(Mg-PEP1 ( 
Ko•KKo;•KPEP

0 KPEP l l (PEP] ._!.... ) ] 
---rPEPT + --¡¡:;: + ~ ... IC.PI:P K9 

Cuando esta Ultima expresión se co•para con: 

~)-~ 
Ks Ks 

(Sl +~ 
"K; (S] 

(6) 

C7> 

Que aparecen en el articulo como ecuaciones 4 y S. Con esta 
siabologla la ecuación de la concent.raci6n total de enzima queda: 

[El - CEJ· ( Ns + Nt • (Hg-PEP] ) 
t. - IC.O•IC.Mo;;r •KPEP (8) 
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La ecuacl6n flna.l se obt.1ene dlvldlendo la ecuacl6n de la 
veloc'ldad de reacción {~l entre esta Ult...lma (S). para. dar: 

A:p•(EJ·s·nt·D $..p·(E1· ~~;--~ -D 

lEl· [ N~ • Ni ·--L~e~ Y..o·K...i:q ·KPtP 
( !Mp-PEP] ) t=:J · "Ns • Nt "KQ.-iGt 9 •Y..PtP 

R~p1t.1endo los pa~o~ que se ~\~u!t-ron antes para el modelo 
general. es dec1r. substituyendo l:p·[[]t. "" v-•· elhalnando la 

concent.raclón de enz1111a llbre del lado df"recho y mult.\pllcando 
este •le"1bro por la un\dad escrita cor.-a (KoK'°'QKPE.P'l / lK.olC."4KPcPl. 
obt.ene•os: 

v-• -o- [Hg-PEf'l 

Que es la ecu<1cl6n de velocidad que se presenta 
articulo z. en su forma de dobles rec\procos se convierte 

(9) 

en el 

(10) 

En donde D es el d~nomlnador de los factores de pendlent.e e 
lnt.ercept.o (ecuación 1 del segundo articulo}. Nt es el nu.erador 
del f"act.or de intercepto (ecuac16n S. articulo 2). Ns es el 
numerador del factor de pendiente (ecuac16n 4. art.tculo Z), Va.JI. 
es la velocidad maxlma del complejo (HgPEP y Ko. K..MQ y Kl>'E:P t.lenen 
el slgn1f1cado ya descrito para estas con~tant.~s. 
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A~ndlce II. Progra..a esapleado p.¡u-a el cálculo de la• 
concenLracinneR de especies libres en soluclonrs conlonlendo 
mezclas compleja!il: en equilibrios mt.J.ltiples. 

Este programa ha sido escrito para sf'"r C017tf'l lad:a con un 
compilador de TIJRBO PASCAL vP-rs16n 3. O de Borland lnlernatlonal. 
Algunas caracteristlcas en el uso de las dlrecci6nes de los 
puertos de salida no permiten que sea directamente transportado a 
versiones posteriores. Las ~rases escritas entre corch~tes (} son 
co .. entarlos y pueden ser ornltldos para la compt Iac16n. El listado 
se ha probado y se encontró libre de errores de sintasls y de 
16glca. 

~ 2..!::..l programa: 

Progra• CalculoComplejoHetalLlgando; 

const 
\llndows - 4; 

- 25; Ha:x'IJlnLn 
\Jtab array{l .. ~lndows,t .. 5} o~ Integer 

- (( 2, 2. 79, 9, 1), { XO.YO,Xl,Yt,LlneNo 
e 2. 11. 79. 20. 1 >. 
e 2. 22. 79. 23. 1 >. 
e 2. 4. 79, 22. 1 > 

); {Arreglo de posiciones de ventanas usadas} 
Tecla Val lda : Set of' Char 

(•13.•32 .. •43.•45 .• •46,•48 .. •57.•63 .. •93.•97 .. •123, 
•125 .• •254)~ 

NU111Valtdo : Set of' Char • {'O' .. '9','. •, 'E','e', '+','-' ]; 
EnteroValldo : Set of' Char - ['0º .. '9','+','-'J: 
HaxComponente 10; {Número máximo de especies libres 

1nanejadas) 
HlnComponente .., 2; {Número mlnlmo de especies posibles} 
HlnNoZeroConc • te-t5;{Concentraci6n más baja posible} 
HaxLonNombr~ - 40; {Longitud máxima de un nombre) 
HaxLonHsg - 77;{Long1tud aáxt•a de un mensaje} 
LonPeqHsg - 20;{Longltud de peque~os mensajes} 
BackSpace - a8;{C6dlgos ASCII de las teclas Indicadas) 
CarReturn - •13; 
Escape - •27; 
Espacio - •32; 
Alp - •12; 
51 • 'S';{Respuestas de sl ) 
No - 'N';{o no para comparac16n} 
HaxError - SE-5;{Hagn1tud máxima del error permisible} 
Haxltera - 500; {número máximo de lterac16nes perm.lslble} 
PaglnaVldeo - 22;{Long1tud útil de una página de video} 
PaglnaPapel - 5S;{Longltud util de una página de papel} 
TamDlrec - 4; {NUmero de Bytes para variables de dirección} 

type {Tlpos de~) 
Dlsposltlvo-(lmpresora,Pantalla); {Salida de dato~ a usar} 
Strlng255 - Str1ng(255);{cadena de 255 carcteres} 
IntVector - Array[O .. HaxComponente] of' Int~ger;{Vector entero} 
IntHatrlx Array(O .. HaxComponente] of" IntVector; {Hatri:z: 
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entera} 
Re-Vector • Array(O .. HaxComponente) of Real;{Vector Real} 
ReHalrix • ArraytO .. Haxco•ponentel or ReVector:(Hatriz Real) 
Encabezado• StrlnglHaxLonNo•bre);{Nombres} 
Hsg • Strlng[HaxLonHsg):Oiensaj~s} 
Peq:Hsg - StrlnglLonPeqHsg);(Hensajes Breves) 
Ventana • O .. Ylndows;{Pos1cl6n de ventana) 
YinLn • O .. Hax\llnLn: {N'Waero de line-as en la ventana} 
Heading - Arrayto .. HaxCor11ponente} o!" Encabezado; {Vector de 

No•bres) 
Grup<>Char •Set of Char;{conjuntos de catacteres) 
RangoEsp - o .. lO;(NU.ero para las especies) 
Bandera • Array(O . . HaxCo•ponent.e} or Boolean; {Etiqueta 

var 

btnarla} 
Dlrec • Arrayll .. 21 o~ Jntegero{Olrecci6n de puertos} 

ActualPuerto: Dlsposl t ivo; {Sal lda actual} 

" Nu111Componente. 
NumC0111plejo: Integer; 
LinHax : Byte: 

pH 
Answer. 

:Real; 

(No de componentes} 
{No de Complejos} 

{No Haxlmo de lineas 
de sallda} 

{pH deseado} 

en el dispositivo 

Ch :Char;{Captura de respuestas de una letra) 
EstequlGlven, 
Const\lr 1 ten, 
VldeoHode :Boolean;{Etlquetas de eventos ocurridos} 
Alpha({I.J}}:JntHatrlx;{Factor de Peso. l.e. No de Holeculas o 

ConcDada, 

ConcTotal, 
ConcLlbre, 
ConstEst., 
ConcAnt. 

Iones de Componente l en el complejo J} 
{Almacena los Datos iniciales 

inalterados para r~petlr las 
lecturas} 

{Concentraciones totales} 
{Concentraciones Llbres de componentes} 
{Constantes de Estabilidad} 
{Valor de Conc. Libre en la lteraclon 

anterior} 
ConcCompleJo:ReVector; {Concenlraclon del CompleJo leslmo} 
HarcaConst. : Bandera; {Harca Como Concentraclon llbre 

constante} 
Buf"fer1. 
Buf"f"er2, {Varlables de AlinacPnamlento de Cadenas) 
XHecl. {Nombres de los Complejos} 
AHed :Headlng; {Nombres de las especies} 
Let.reroNombre: Encabezado; {Captura de datos lntermedla) 
LonActual, 
Actual\lin,(Ventana que est operativa) 
Sumatoria, 
Numlteracion:Integer;{Número de iteraciones ocurrlendo} 
PtroSal :Dlrec;{Dlrecc16n del puerto de sallda} 

Procedure ReverseVldeo( lndlca: Char l; 
{Procedtmlento que permite caJnblar el modo de video a video 
inverso y viceversa, según lo se~ale la variable Indica); 

Begln 
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lf" Indica - Si Then 
Begin 

VldeoHode: -False; 
Text.Color(8); 
Text.BackCround(7l: 

end 
El se 
Segln 

VldeoHode: -True; 
Text.Color(7); 
TextBackGround(8): 

end; 
End: {ReverseVideo} 

Procedure Fra-.e(WlndowFraae: tnteger); 
{Procedl•lento c¡ue dibuja un ..arco para una ventana} 

var 

" UpperLeft.X. 
UpperLeft.Y. 
LowerR1ghtX. 
LowerRlght. Y. 
Xpos. 
Ypos : lnt.eger; 

Begin 
Xpos: -VhereX: 
Ypos: -\.lhereY; 
Windovl 1. 1. SO, 25); 
ReverseVldeoCNo); 
UpperLeft.X:-Wtab(YlndovFrame.1)-1: 
UpperLert.Y: -wt.ablWlndovFraiae, Z)-1; 
LowerR1ght.X:•WtablW1ndowFrame.3l+l; 
LowerRlghtY:-WtablWlndowFra~.41+1; 
Got.oXYCUp;>erLert.X. Up¡:i.erLert.Yl; Wrlte(chr(Z18)); 
Cor 1: -UpperLeft.X+l to LowerRlghtX-1 do Yrlte(chr(196) ); 
Wrlte(chr(191 )); 
Cor 1:-UpperLeftY+l to LowerRlghtY-1 do 
begln 

GotoXY{UpperLeft.X • 1); Wr1te(chr(179)): 
Got.oXY(LowerRlghtX. 1 }; \.Jrlt.e(chr{179) ); 

end; 
Got.oXY(UpperLeft.X, LowerRlghtY); 
\lrl t.e(chr { 1921): 
for 1: •Uppe-rLef'tX+l to LowerRlghtX-1 do Wrlt.e(chr(\96)): 
Wrl te (chr{217)); 
Cot.oXY{Xpos, Ypos); 

end { Frame ); 

Procedure Select.Wlndow(Wln: lnt.eger); 
{Procedlmlento que selecciona la ventana a usar} 

begln 
LowVldeo; 
\.llndowll, 1.80,25); 
Wlndow(\ltab(Wln. 11. \.ltab(\.lln,21. \.ltab(Wtn. 3), \lt.ab{Wln, 4) ): 
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NorraVldeo; 
ehd { Select.\.Undow }; 

Procedure f\estore\Jlndow; 

Begln 
ReverseVldeo(No); 
Act.ualWln: •O; 
WlndowC 1. 1. 80. 25); 
ClrScr; 
End; {Rest.ore\Jlndow} 

Procedure Get.Wlndow(UlnNo:Vent.ana; 
Llnes:\.llnLnl: 

{Procedlinlent.o para abrlr e lnlclal lzar la vent.ana \.llnNo y ll•plar 
las llneas requeridas por Llnes} 

Var 
1 :\HnLn; 

begln 
IF (Llnes<O) Then 

Llnes: -o; 
IF (Llnes > (\Jt.ab(UlnNo.4)-Ut.abl\.llnNo.2)+1)) Then 

Llnes:• (Ut.ablUlnNo.4)-Ut.ablWlnNo.2)+1); 
IF l\HnNo < O} OR (\ollnNo > \.llndows) Then 

\llnNo : .. O; 
IF \JlnNo > O Th~n 
Begln 

Select\.11.ndow(\JlnNo); (Se selecciona la ventana lndlcada} 
Got.oXY( 1.1 ); 
IF Llnes>O Then 

For 1: • 1 to Llnes Do DelLlne: 
G<>toXY( 1. \olt.ab\\JlnNo. 41-Utab{WlnUo. 2) +1 ); 
\ltabl\.11.nNo.S}:•\lt.ablWlnNo.S)•Llnes; 

end; {lF} 
end; { \llndow2 } 

Functlon \olarn(Avlso:Hsg; 
\.llnNo:Ventanal : Char; 

{Funcl6n que muestra el mensaje Aviso en la linea 25 en video 
inverso y retorna a la ventana \llnNo. después de capturar una 
respuest.a de una let.ra} 

Var 
Xpos. 
Ypos : Int.eger; 

Begln 
Xpos: •\.lhereX; 
Ypos: -WhereY; 
\.llndow(t.1.B0.25); 
ReverseVldeo(Nol;; 
Cot.oXV( 1. 25); 
ClrEol; 
\lrlte(con. Avlso); 
Repeat. 
Read(Kbd.Ch); 
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Untll (Upcase(Ch) ln [ºS"."Nº )) OR ((Ch - Escape) AND 
Not.CKeyPressed)); 

lf UpCase(Ch) ln (*Sº,Escape] Then 
\larn: - Escape 

ElSE 
\.larn: - Espacio; 

GotoXY( t. 25); 
ClrEol; 
\olrlte(con. • • :79): 
Get\llndow(\llnNo. O); 
GotoXY(Xpoa. Vpos); 

End; {Yarn} 

Procedure Escrlbelnstrucclon; 

Procedure Format.otnst.rucclon ( lndlcaclon. 
Expllcacion: PeqMsg); 

{Procedl•lento para escribir dos mensajes breves en modos de vldeo 
contrastantes} 

Begln 
ReverseVldeo(Sl) o 
Yrlte(Con. lndlcaclon); 
ReverseVldeo(No);; 
\lrlte(Con. Expllcaclonl;; 
End; {Forniatolnstrucclon} 

Begln 
GotoXY{l,\.lhereV); 
Forma to I ns t rucc l on ( •24 + •25••27. • cursor ' ) ; 
Fonnatolnst.rucclon(ºHotneº, • Primer • ); 
Forn1at.olnst.rucclonCºEnd'. • •lt.lmo • ); 
Foraat.olnst.rucclon(ºDelº. • Borra dato • ); 
FormatotnstrucclonC•l7+•196+•217.º dato slg. º): 
F'ormatolnst.rucclon( • ESCº, • HECHO •); 
End; { Escrlbelnstrucclon) 

Procedure L<eerNombre(NumEspecle: lnteger; 
Hensaget 0 

Hensage2. 
Nombre : PeqMsg: 
Palabra : Encabezado;; 
Espl. 
Esp2 : lnteger); 

{Procedlmlento que lee una llsta de nombres que se capturan en 
Palabra} 

Var 

"· J : Integer; 
Es pee le: PeqHsg; 
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Begl.n 
St.r(NumEspec1e.Espec1e): 
Especie: -Concat CHensagel. • •.Especie.• •. Noabrel: 
ReverseV1deoCSi): 
GotoXY( 1, Num.E'5peC1e+l); 
Urite(con.Hensa~~2: Espl. Especle: Esp2. º -· ): 
IF 77-Espl-Esp2 >• LonAct.ual Then 

J: -LonAc t.ua l 
U.SE 

J: -77-Espl-EspZ; 
For K:-1 to J Do 

\.lrite(con.º2' ); 
GotoXY({(Espl•Esp2+2) JBod 70).VhereY); 
ReverseVldeo(No); 
\.lrlte(Con. Palabra: Length(Palabra) l: 

End; <LeerNombre) 

Procedure ProcesaTecta(TeclaPer•itida:GrupoChar; 

Var 

'· 

Var Palabra :Headlng; 
Buffer :Headlng; 
Hensagel, 
Hensage2 
N. 
Espl, 
EspZ 

: PeqHsg; 

: Integer1: 

NumEspecle :Integer; 
Nombre: PeqHsg; 

<Procedimiento que captura y f1 ltra teclas provenientes del 
dlsposlt.ivo estandard de entrada cuando el número de datos 
requerido ha sido dado permite regresar medlat.~ ta tecla ESCAPE. 
Los datos capturados se almacenan un la variable Palabra y cada 
retorno de carro o teclas de f'unclón de movlmlent.o de cursor 
cambia de poslcl6n en el vector) 

Begln 
Get\Slndow{Actua l\.lln•l. O); 
Got.oXY( t. l 1; 
Escrlbelnst.rucclon; 
Get.\.llndow(Actual\.lln.10); 
NumEspecle: -o. 
Repeat. 

Nombre: - Copy(Burfer [NumEspecle}. 1. 12) o 
LeerNombre(NumEspecle, 

Hensage 1, Hensage2, Nombre.Palabra l NumEspecle 1 
• Esp 1 , Esp2}; 

Repeat 
Repeat. 

Read (Kbd, Answer); 
Unlll CAnswer ln TeclaPerrnltlda.•(CarReturn.Escape]); 
lf (Answer•Esca.pe) ANO KeyPressed Then 

Begln 
Read(Kbd,Answer); 
Case Upcase(Answer) of 

"P':Begln 
Answer: -carReturn; 
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End; 
·H• :Beg1n 

IF CN\UllE:specie>-1) Th~n 
NwaEspecle:-NWl!.Espccle-2 

ELSE 
NUJ11.Especle: - N-1-. 

A.nswer:-carReturn; 
End; 

•t•:Begln 
NuaEspecle: -N: 
Ansver: -carReturn: 

End; 
·a· :Begln 

NwaEspecle: •N-1; 
Answer:-<:arReturn; 

End; 
"1'": Begln <SR-} 

LetreroNo•bre:•PalabralNu•Esp.eocle]: 
IF Length(LetreroNo•bre) > O Then 
Begln 

Let.reroNombrelOl: -
PredCLetreroNombre{O)): 

Palabra (NwnEspeclel: -LetreroNom.bre: 
CotoXY(\lhereX-1.\.JhereY); 
Wrlt.e(con. • 1• ); 
Got.oXYC\.lhereX-1. \lhereY); 

End; 
End; (SR•} 

•s·: Begln 
For l:• 1 to Lengt.h 

CPalabralNum.Especle)) do 
Begln 

GQtoXYC\lhereX-1. '"1hereY); 
\.Ir 1 te (con, ' 1' l; 
GotoXY(\lhereX-1, \lhereY); 

End; 
Palabra (NuaEspecle]: -· •; 

End; 
End; <case} 

End 
ELSE IF (Answer <> C...rReturn) ANO (AnS'o'er <> Escape) 

Then 
Be-gin 

IF Lenglh(Palabra(NumEspecle)) LonAct.ual 
Then 

Begln 
For l:• 1 to Length(Palabra(NumEspecle)) do 

Begln 
CotoXV(\.JhereX-1. \lhereY); 
\lrlle(con. • 1• ); 
CotoXVC\lhereX-1. \.lhereY); 

End; 
Palabra (HulDE:spec1e): -· •; 

End; 
PalabralNumEspeclel: -

Concat(Palabra(NU!ftEspeclel. Answcr); 
\lri te(Con, Ans:wer); 

End; 
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Untll Answer 1n fCarReturn.Esra~l; 
IF AnswercC.arReturn Then 

NumEspeclc:-Succ(HWllEspec1e) mod (N•t) 
EL.SE 

Answer:• \.larn(" ( Ya estn bien sus datos ? 
CS/t~)· 

.Actual\J1n); 
Untll An~wer = Esc~pe; 

End; {ProcesaTccla} 

Procedure In1t1a1Read1ng; 
{Proced1mlento que c~ptura los 

de 
dato~ de lnlclallzaclón de1 
co•poncntes y dé complejos. programa tales nú~ro 

et.e ••• } 

Var 

'· Error : Intcgcr; 

Begln 
Act.ual\.ttn: -2; 
Frame(Actual\Jln); 
Get\.tlndow(Act.ual\Jln-1.10); 
\Jrlt.e(con,"ENTRADA DE OATOS":46); 
Get.\.tlndow(Actual\.11n.10); 
ReverseVldeo(Sl); 
\JrltcCcon. 
"N•mero de Componentes (de ':30. 
H1nComponcnte:2." a ':3,HaxComponente:z.• ) - "); 
ReverseVldeo(Nol; 
Repeat 
GotoXY ( 45, \.thcreY): 
ClrEol; 
Read (NumComponente); 
NumComponPnte:-NumComponente-1: 
untl 1 (NumComponente<-CHaxCompont'!nte-1)) ANO 

(NumComponente>•(HlnComponente-1)): 
GotoXY(1,\.thereYl: 
ClrEol; 
ReverseVldeo(Sl); 
\Jrltc(con, 
'N•mero de Complejos (de ":30, 
HlnComponente-1:2,' a ':3,HaxComponcnte:2 0 " ) - • ): 

ReverseVldeo(No); 
Repeat. 
GotoXYC45,\.thcreY); 
ClrEo l; 
Rcad( NumComplcjol; 
NumComplejo: .. NumComplejo-1; 
untll (NumComplcjo<-(HaxComponente-1)) ANO 

(NumCompleJo>- (HlnComponente-2)): 
Restore'Jlndow; 
ClrScr; 

End; {lnltla1Read1ng) 

Procedure Pa~aValores(CadenaNumerlca : Headlng; 
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Var 
Nw.eros : ReVect.or: 

Var 
Error : Jnteger; 

TaaArreglo : Jnteger); 
{Los datos en CadenaNuaertca se almacenan en la variable Números, 
en caso de error se devuelve cero y la poslcl6n de ocurrencia del 

alaacenada en Error} 

Var 
l. 

"· J : Intl!'ger; 
CadenaSucta. 
CadenaLJmpla:Encabezado: 
Chl. 
Ch2 : PeqHsg; 

Begln 
For K:• O to TamArreglo do 
Begln 

CadenaSucta: -CadenaNuaerlca(IC): 
CadenaLlmpla: -· •: 
1: •l; 
Repeat 

lF (CadenaSucla(l] ln Nw.Valldo) then 
CadeniiLl•pla: -Concat. CCadenaLlmpla. CadenaSucla( I J )i 

I: -Succ( l ); 
Untll CI > Length(CadenaNumerlca(K))): 
cadenaNumerlca[KJ:-CadenaLlmpla; 

End: 
l: --1; 
Error: -o: 
Re~at 

I: -Succ(I): 
Val (Cadena.Nu"'erlca l I J. Numeras( I J. Error); 
Unt.11 (Error <> 0) OR (l >• TamArreglo); 
IF (Error <> 0) Then 
Begln 

StrC l. Chl J; 
Str(Error.Ch2}: 
Answer :- Uarn(Concat(•••.eadenaNumerlca(IJ. 

• Error: Da to a•• Chl. • Char ••. Ch2. 
• (Repetir? (S/N)") 
.ActualUln}; 

End: 
IF Answer Escape Then 
Begln 

Re:storeUlndow; 
Revers"!Vldeo(No); 
GotoXY(S. JO): 
Url te(con. •Programa Abortado por lnconpatlbllldad de 

datos•): 
Halt: 

End; 
Endo {PasaValores} 
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Procedure ReadNombrc(Avlso1:PeqHsg; 
Var 

lfficd: Headlng; 
Tas.Arreglo: lntegE>r); 

{Procedlemlento que lee no•bre cortos y los alaacena en la 
variable HHed. cuando HHed contiene datos estos aparecen al 
usuario para edlcl6n. sl se presiona una tecla de letra nueva el 
dato es borra~o. sl se preslona s6lo entcr o tecla de movtalcnto 
de cursor. el dato se conserva} 

Var 

l. 
Error : Jntcger; 

Begln 
Res tore\.11 ndow; 
Actual!Jln: -2; 
LonActual: -12; 
Frarrie(Act.ual\Jln); 
Get\Jlndow(Actua l\lln-1. 10); 
\lr l teL.n C con. 'ENTRADA DE DATOS" : 46); 
\lrlte(con."Nombres de '.Avlsol); 
For I:- O to TarnArreglo Do 

Begln 
Buffer2 l I 1: -· • ; 
Bufferl {J};•''; 

End: 
ProcesaTecla (TeclaVal 1d-.., Buff"erl. Buffoer2, AvlsoJ. •Nombre'. 

TarnArreglo.9,36); 
Bhed: •Bufferl; 
Restore1Jlndow; 

End; {ReadNombreEspecle} 

Procedure ReadConc(Avlsol:PeqMsg; 
HHed: Headlng; 
Var 

DatosN\lJlller leos: ReVector; 
TamArreglo: lnt.eger); 

{Procedlmlent.o que lee unn serle de cadenas numéricas. las 
transforma a nUmeros y almacena estos valores en la. variable 
DatosNW11érlcos} 

Var 

'· Error : lnt.eger; 

BP-gln 
Rest.ore\.llndow; 
Actual\Jln: •2; 
LonAct.ual: •16; 
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Fraae(Actual\J1n); 
Get.\l1ndow(Act.ua.11Jln-1. Z): 
\Jrlt.eLn(con.•DlTRADA DE DATOSº:46): 
\Jrlte(con. •Valores de •. Av1sol) ¡ 
Cet\Hndow(Actual\/ln.10); 
Repeat 
For 1:-0 to TalllArreglo do 
IF DatosNUJM!rlcostIJ <> O Then 

Str{DatosHu.erlcos{ 11: 16. Buff"ert ( I) l 
OSE 

Buf'Terl ( l l: -· •; 
ProcesaTecla(Hu•Valldo.Buff"ert.HHed.•1a especie º,ºConc. de 

•. TalaArreglo. 9. 36): 
PasaValores(Buff'erl. DatosNu-.rlcos. Error. TamArreglo); 
Unt11 Error - O; 
Restore\.o'lndow; 
End; (ReadConcTota l > 

Procedurr ReadEstequ l; 

(Procedlalento para la lectura de los datos a ser almacenados en 
la matr1z de estequlometrla de los coaplejos • .arca adeaás con una 
etlquet.a de TRUE, aquellas concntraclones que deberan aanejarse 
como concent.raclones libres f"lJas y no concentraciones 
totales e ljas > 

Var 
l. 
J. 
Error : lntegero 
Hensajel: PeqHsg; 
AlCaParclal~ ReVector; 

Begln 
Fl l lChar (HarcaConst, SlzeOf'" (HarcaConst ), FALSE); 
Answer: •\/arn( 

•{Desea mantener constante alguna concentrac16n Libre? 
•.. (S/H)" 

, Actual\Jln); 
IF {Answer -Escape) Then 
Begln 

Rest.ore\.l'lndow; 
Actual\.lln: •3; 
Frarne{Actual\Jlnl; 
Cet\.llndow(Actual\Jln-Z.10); 
\Jrlt.e(con.ºENTRADA DE OATOS.:46); 
Get\.o'lndow(Actual\Jln-1.10); 
For l: -O to NumComponente Do 
Begln 

\Jrlt.eLn(con); 
\Jrlt.e(con, l); 
ReverseVldeo (51 l; 
\.l'rlte(con, AHedl 1 J l: 
ReverseVldeo (No); 

End: (For} 
Get\Jlndow(ActualWln,ZJ: 
\Jrl teLn(con, 

• O .. 9 • Selecclon T - Mantener Todas B - Borrar 



todas F • tertnln;t.r' 
); 

ReverseV1deo(Sl ); 
Repeat 
Repeat 
Read(Kbd. Answer); 
Answer:-Upcase(Answer): 
Untll (Answer ln {'0' •. '9' .'T','B','F'.Escape]) ANO 

Not CKeyPressed); 
Case Answer of 

·o· .. · 9': BE"gln 
Val (Ans\Jer. I. Error): 
HarcaConst l I): •TRUE; 
\Jrlt.e(con. I ); 
GotoXV{\.JhereX•2, 'WhcreV); 
End; 

'B' :Begln 
For I: •O to NumCompone-nte Do 

HarcaConst ( 1]: •FALSE: 
Reverse V 1 deo (No): 
GotoXY{ 1.1.thereV); 
ClrEol; 
ReverseV1deo(S1 }; 
End; 

'T' :Begln 
For I:• O to NumCompon~nte Do 
Beg1n 

HarcaConst[l):•irl.UE; 
Wrlte{con, l ); 
GotoXV(\lhereX•2,\/hereY); 

End.; 
End; 

End; {Case} 
Untll Answer ln l'F",Escapel; 

End: {IF} 
Restore\Jlndo\J; 
IF Not.(Est.equ1G1ven) Then 
Beg1n 
WrlteLn{con,'ENTRAOA DE 0ATOS':46): 
1.lrltefcon. "Est~ulornetrla de Complejos'); 
ActualWln: •2; 
LonActual: •3; 
Fratne{Actual\Jln•2); 
Fl l lChar ( Alpha, SlzeOf (Alpha), O); 
GotoXYC3. 5); 
\Jrlte{con, 

'Para cada especie escriba el numero de Holeculas de dicha 
especie que' ) ; 

GotoXYC3.6): 
1.lrlteCcon. 
'partlclpan en la %ormaclon de los complejos.'); 
GotoXY(3,7); 
Urlte(con. 
'Utll1ce ESC para saltar a la slgulente especle. Revise bien 

sus datos');s'}: 
Get\J1ndow(Actua1Uln, 10); 
f"or I: -o to NumComponente 00 { 1} 
Begln 
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Repeat. 
ClrScr: 
Hensajel : -C:Oncat(' Cuantos ',Copy(A.Jlc<lf I 1. 1, 10) ); 
For J: -O to NuaCo•pleJo do 
Buff"ert (J): -·O'; 
ProcesaTecla(EnteroValldo,Buff"erl.XHed," Contlene 

Hensajel. Nu,,,Cnmple Jo. 18, 20); 
PasaValores(Buf"f"er1, Al f".a.Parclal, Error, NumComplcjo); 
Untll Error -o: 
For J:-o to NUJ11C0Nplejo DO 

Alpha ( I, J): -Trunc(Alf"aParclal [ J)); 
end; (FOR 1} 

Rest.oreUlndow; 
EstequlGlven: -TRUE: 
E.nd; (IF not(est.equlglven)} 

End; (ReadEste-qul) 

Procedure CorreglrConst.Est.; 

Var 
Xpos, 
Ypos. 

'· J. 
Error : Integer; 
pK.a, 
p~lda. 
Const.Correglda:Real: 

(Proced.lmlent.o para la correccl6n de las constantes de estabilidad 
capturadas segUn condlclones de pH, s6lo se aborda sl es exlgldo} 

Procedure LeerNumeroCVar Dato:Real): 
(Lee un númP-ro real del teclado y lo valida} 

Begln 
Xpos: -\lhereX;: 
Ypos: -\lhereY:. 

{SI-} 
Repeat 

CotoXYCXpos, Ypos); 
Read(Oato); 
Error: -IOresult; 

Unt..11 Error • O; 
{SI+-} 

End: {leer-Numero} 

Begln 
RestoreUlndow; 
Actual\lln: •Z; 
Get\llndow ( ActualWln-1, Z); 
\lrlt..eLn(con,'ENTRADA DE DATOS:':46): 
Wrlte(con.'Correccl•n de Constantes de Estabilidad por pH'); 
1:-0; 
J:•O; 
Repeat 
Get.Wlndow(ActualWln,lO); 
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Rf"!'verseVldeo(sl ): 
\lrl teLn(con. •Complejo •. I. • •. Xlled { J]); 
ReversP.Vld ... o(No}; 
Answer: -U;,rn(' (Corr ... ~, r P.-ste Dato? ... (S/N)', Act.ua.lUln); 
IF Answer • Esca~ Th~n 
Begln 

ClrScr; 
\Jrlte{'pKa del Ligando - • }; 
Le~rNumero C pKa l; 
GotoY.Y (l. '.."he re Y); 
ClrEol; 
Urlte(con. 'pH al qur se deter1111ln .. la constante aparent.e -. ); 

Leer Numero (pHme-dlda); 
ConstCorreglda: -constEst ( l] • 

C l•EXPfLNC 10)• 
(pKa-pHmedlda)) )/( l•EXP(U.:{ 10)• (pKa-pH))); 

ClrScr; 
\Jrlt.eLnCcon, "Constante Corregida pH ',pH:4:z.• 

• • Const.Correp; lda); 
\Jrlt.l!."Ln{con,'pKa - ',pKa:3:2,' pH al que •ldl"" -

', pHmedlda: 3: 2): 
Answer: •\Jarn{ • (Es tan estos datos bien? 

(S/Nl •, Act.ua lUln): 
IF Answer <> Escape Then 

I: •I-1 
El se 

ConstEst ( 1): zConstCorreglda; 
End; {IF) 
I: -Succ( I ): 
Unt.11 (I>NurnComplejo); 
End; {Corregir Const Est) 

Procedure ReadConstEst; 

Var 

I • 
Error : lnteger: 

Procedlm1ent.o de captura de las constantes de est.abllldad a 
emplear, de nuevo, sl las constantes ya han sldo dadas, la 
variable global de almacenamiento las contiene, el dat.o s6lo es 
borrado si el usuario oprime una tecla de nt:amero, lo cual sel'!iala 
que desea modlflcar el dato} 

Begln 
Acluat\Jln: •2: 
LonActual: •16; 
Frame (Actual\Hn}: 
Gel\Hndow(Aclual\Jln-1. l}: 
Wrlte(con.'ENTRADA DE OATOS':46); 
Get'WlndowCActual\Jln. 2): 
ReverseVldeo(Sl); 
Repeat. 
For 1:-o to NumCompleJo do 

{99} 



IF ConstEst ( J 1 <> O t.hen 
St.r(Const.Est 1IJ:16. Buf'f'erl 1 I]) 

ElSE 
Buf"f"erl ( I J: -· ' ; 

ProcesaTecla(Nu•Val !do. Buf'f'ert. XHe-d, • Co•plejo·, • Const. Est. •. 
Nw.CompleJo, 9, .36); 

PasaValores(Buf'f'erl.ConstEst.Error,Nu=Complejo); 
Unt 11 Error - O: 
Answer: •\J;:arn(' {DPsr.a Corr ... glr Las Co!'lslantes para pH? •.. 

(S/N)" 

• Actual\lln); 
IF Answ-er•Escape Then 
Begln 

Get\Jlndow(Actua l\Jln. 10); 
ReverseVldeoCS! ): 
\lrlte(con,'pH deseado - • ); 
ReverseVldeo(No); 
GotoXY(\.lhereX•Z. WhereY); 
ReadCpH); 
1.lrlteLn; 
ReverseVldeo (51); 
Correg!rConstEst; 

End¡ 
Restore\I 1 ndow; 
End.; {ReadConstEst} 

Procedure Iterat!on ( NumCo•ponente, 
Nu.arCo•pleJo : Integer; 

Var 

'· J. 

"· 1 : Integer; 
V :Real: 
VV : ReVectoro 

Var 
ISUH. 
Nuaitera : Integer); 

{Ret.lna central de cálculo que peralte ajustar la concentraciones 
por lt.eraclones sucesivas según Storer and Cornlsh-Bovden) 

Begln 
For I: -o to NumComponente Do {3} 
Begln 

VV[J ): •O; 
For J:- O to NumCompleJo Do {2} 
Beg!n 

V: -1; 
IF Alpha(I,Jl >O Then 
Begln 

F"OR K: - O to NumComponente Do 
Begln 

1: -1; 
\/hile l<-Alpha{K,J] Do 
Begln 

Vt -v•concLlbre(K]: 
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1: •l+\; 
end; 

End; 
VV\ll:-VVlll + Alpha(l.Jl•Const.l:sl\Jl•V; 

End, 
End; {F'OR 2} 
lF H<'t.rcaConst. l 11 Then 

ConcTot.al l 11: =ConcLlbrel 1l+VV{1 l 
OSE 

ConcL\brel l l: • 
ConcTot.a l [ 11 •concLlbret l }/(ConcLlbrel 11•VVl 11 l; 

End; {FOR 3} 
lSua: --1: 
F'OR l: •O t.o NumComponent.e Do {4} 
Begln 

lF HarcaConst. \ l l Then 
V: -concTota l l 11 

El se 
V: -ConcLlbre [ 11; 

lF (Abs((ConcAnt.{l}-V)/V) <- HaxErrorl Then 
lSum: •1Sum • 1; 

End; 
Numlt.era :• Numlt.era • l; 
End; { lteraclon} 

Procedure CalculaConcComplejo; 

Var 
J. 
l. 
K : lnt.eger; 
Sigma : Real; 

{Procedimiento que calcula las concentraclones de los complejos 
existentes una vez que las concnet.raclones libres y t.ot.ales han 
sldo &qulllbradas globalmente} 

Begin 
For J:-o To NumComplejo Do 
Begin 

Sigma: •1; 
For K: • O t.o NumCornponent.e Do 

Begln 
l: -1; 
~hlle l <- Alpha{K.J} Do 
Begln 
Sigma :• Slgma •concLlbretKl; 
1: •l+l; 

end; 
End; 

ConcComplejo\Jl: •ConstEst. (J) •sigma; 
End; {For} 

End; {CalculoConcComplejo} 

Procedure Dlsposl t. lvoSa l lda(Puert.o: Dlsposl t.l.vo l; 
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{Procedl•lento de redlreeclonaalento de sal lda. 
dlsposltlvo de lapreslOn deseado) 

Begln 

segUn el 

IF (ActuatPuerto•Pantalla) ANO (Pu-erto ... T1t1presora) Then 
Begln 

Hove CConOutPtr. Pt.roSa l. T;uaDl r~c); 
Hove(LstOulPt.r.ConOutPtr.&amDlrec); 
LlnMax: -PaglnaP;\pe]: 
ActualPuert.o: -T1i1presora; 

End 
El se IF (ActualPuert.o - I1i1presora) ANO (Puerto - Pantalla) 

Then 
Begln 

Hove (ConOutPtr. LstOut.Pt.r. TamDlrec): 
Hove(Pt.roSal,ConOutPt.r.Ta.Olrec): 
l.lnl"lax: -PaglnaVldeo: 
ActualPuert.o:-Pant.alla; 

End: 
End: <Dlsposlt.lvoSallda} 

Procedure Escrlbe(Nua.: real; 
A. B: Byte: 
F'lndeLlnea: Boolean): 

{Procedl•lento que d• ~oraato al dato de salida. sl el núaero es 
menor a un clerto valor. lo da en notaclOn exponencial. 51 el 
nU...Cro es razonablen1ent.e grande lo da en notacl6n nor•al con B 
decimales} 
Begln 

IF (Abs(Num) > 0.0011 ANO (Abs(Num) <lESl Then 
\.lrlt.e(Num:A:B) 

El.SE 
\.lrlte(Nu"':A); 

IF FlndeLlnea Then 
\.lrlteLn: 

end {Escribe}: 

Functlon Espera (Pregunta: Hsg; PoslbleRespuesta: GrupoChar): Char; 

{Procedlmelto de captura de respuestas de una letra. la cual debe 
estar dentro de Grupo de caracteres} 

Var 
Xpos. 
Ypos : lnteger; 
Ch: Char; 
VlejaSal lda: Olsposl t.lvo; 

Begln 
Ir ActualPuerto - Impresora Then 

Begln 
Dlsposlt.lvoSallda(Pantalla); 
VleJaSal ida: -Impresora; 

End 
El se 

VleJaSal lda: •ActualPuerto; 
Xpos: -\.lhereX: 
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Ypos: •\.lhereY; 
Got.oXY{ l. ZSJ; 
ReverseVldeo(Sl); 
ClrEol; 
Wrlt.e{Prcgunta: 79); 
Repeat 
Read(Kbd.Ch); 
Ch:=Upcase(Ch); 
Unt.11 (Ch ln Pos1bleRe~puest.a + (Escape)) ANO NOT(KeyPressed); 
Revers"'!'V ldeo {No); 
Got.oXY(l,25); 
ClrEol; 
Got.oXY{Xpos. YposJ; 
IF V1eJaSallda <> Act.ualruerto Then 
DlsposltlvoSal lda {VlejaSal ida); 
Espera: •Cho 

End; {Espera) 

Procedure Sal ldal; 
{Procedsalent.o de salida de datos calculados a pantalla 6 
impresora, según sea el dlsposltlvo de salida actual} 

Var 
J. 
I : Jnteger; 
CHI :Char; 

Begln 
Rest.ore\.llndow; 
Got.oXY(2.10); 
Repeat. 

IF Not{ConsUlrltcn) ANO (Act.ual?uerto • hnpresora) Then 
Begln 

Urlt.eLn("Const.ant.es de Est.abl11dad Empleadas:• :SB); 
Urlt.eLn("Valores dados a pH ':S2,pH:4:2l; 
Urlt@Ln; 
For l:•O t.o NumComplejo Do 

\./rlt.eLn("Complejo ':15,XHedlll,' - º.Const.Est.(l)); 
Const.\.l'rlt.en: •True; 

End; 
Wrlt.eLn; 
\.l'rlt.eLn('Concent.raclones de Las Especies y Co1!1plejos':61): 
\.l'rlteLn; 
lF NumComponent.e > NumComplejo Then 

J:•NumCornponente 
El se 

J: -NumCornplejo; 
For 1: • O t.o J Do 

Begln 
lF 1 <- NumComponent.e Then 
Begln 

\.lrlt.e(Copy(Ahed l 11. 1. 12): 12. • •: Z); 
Escrlt>P-{ConcLlbrell].13,7.False); 
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\lrlte(º Llb º:6); 
Escrlbe(ConcTot.al (l] .1:3. 7. False); 
Vr1t.ec· Tot. º:Sl: 

End 
El se 
Begln 

\lrlt.e(º • :51); 
Ene!; 
IF I <• Nu.Complejo Then 
Begln 

\lrlt.eCCopy(XHed ( I 1. 1. 12): 12. • •: 2); 
Escrlbe(ConcCoapleJo( I]. 13. 7. True); 

End 
El se 

\lrl teLn; 
End; {FOR} 

Cht: •Espera ( 
• (laprl•lr. ver Datos. dar otras Conc. o Flnall:z:ar ? 

..• (1/0/C/F)º. 
(º 1",º0º • ºC' • 'F' )); 

Case Chl of" 
'D':IF ActualPuerto • l•presora Then 

Dlsposl t.1 voSal lda (Pantalla); 
"I':IF ActualPuerto - Pantalla Then 

Olsposl t.lvoSal lda( Impresora); 
·e·: Begln 

Answer: -Escape; 
Chl: •Escape; 

End; 
• F': Answer: •' ' : 
End; <case} 

Unt.11 Chl ln ('F'.Escapel; 
Olsposl tlvoSal lda (Pan tal la); 

End: (Sal lda 1} 

(Cuerpo del programa prlnclpal} 
BEGIN 

Restore\.l'lndow; 
Actual Puerto: •Pan tal la; 
lnltlalReadtng; 
ReadNombre('Especle ',Ahed,NumComponente); 
ReadHombre(ºCompleJo ',Xhed.NumComplejo); 
EstequlGlven:-False: 
Fl l lChar (ConstEst, SlzeOf (constEst.). 0): 
Repeat. 
ReadEstequl; 
ReadConstEst: 
Const\.1rlten:•False; 
Fl l lChar (ConcOada, 51 zeOf (ConcOada). 0): 
Repeat 
ReadConc('Concentraclon Totalº,Ahed,ConcDada,NumComponente); 
ConcLl bre: •ConcDada; 
ConcTotal : -ConcDada; 
Numlteraclon:•O; 
Sumatorla:•O; 
Rest.ore\.llndow; 
GotoXY(lO, 12): 
Url te (con,• Calculando Por f'avor espere' ) ; 
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GotoXYCJ0.13); 
Yrlte{con."Duscando Cnnv~rgencla ".HaxError:13:B." de 

il!'rror• ); 
GotoXYC 10. 14. J; 
\lrlte(con. "Nu•cro de Jteraclon: • ); 
Repeat 

For l:• O to NumCo~ponente Do 
IF HarcaConst{J] Then 

ConcAnt ( l): -ConcTotal ( l l 
El.SE 

ConcAnt l I]: •ConcLlbrel r); 
GotoXY(32. l <:); 
\lrlte{con.NumJteracionJ; 
lteratlon(NumComponente.NumComplejo0 Suaatorla.Nu.Iteraclon); 

Untll CSumatorlot NuJPCo•ponente) OR {Nu.lteraclon 
Haxlteral: 
JF Sumatoria • NumComponent~ Then 

Be-gl n 
CalculaConcCompleJo; 
Sal1dat; 
Dlsposl t lvoSa l lda rranta J la J; 

End 
El.SE 

Begln 
\./rl teLn; 
\./rl teLn(' No Hay Convergencia • • Haxitera-1. • 

Iteraciones ... •); 
Answer: •:Jarn r' (Desea dar nuevas concentraclones? - • 

(S/Ul' 
,Actual\./ln); 

E:nd; iIF-THEN-ELSE} 
Untll Answer <> Escape; 
Answer:•Warn{' {Desea Utilizar otros valores de las constantes? 
••• CS./1.JJ' 

,Actual\./tn);. 
Untl l Answer <> Escape; 
RestoreWlndow; 
GotoXYCJS.12); 
Dlsposl tlvoSal lda (pan tal la); 
ReverseVtdeo {No); 
\lrlte(con,'FIN DEL PROGRAMA. 
CotoXYCl,25): 

END. {Programa} 

<tris> 
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AP"'nd1ce III. Prograa:aa. de regresión no l.ineal empleado en loa 
ajuaLes numi!-rlcos. 

Este programa ha sido escrito para ser ejecutado por un 
interprete G\.IBA.SJC de HlcroSoft.. Debido al uso de algunas 
instrucciones, como CHA.IN MERGE, no puede ser compl lado en f"orma 
directa. El prograsna es similar a una reportado por Canela (Ref" 18 
articulo 2) pero niodlf"lcado a fin de correr en máquinas pC 
compatibles y en forma -.tt.s aaable. Una serle de rutinas de 
anll.llsls estadlstlco has sldo incluidas al final para mejorar la 
calidad de la lnforinación proporcionada por el programa. Estas 
rutinas han sido escritas bas.tt.ndose en la prUf•ba~ rccom~ndadas por 
Relch et al. (168) 

El programa se divide en dos partes. una fase lnlclal que 
permite escribir }<'11 función deseada. Esta parte puede ser 
substituido por un programa alternativo que contiene ya la función 
deseada, que puede modificarse para funcionar con otras ecuaciones 
y que no requiere que el usuario de al programa los datos 
relacionados con la forma de la ecuación y lo~ tipos de parémetros 
que deben ajustarse. por contenerlos dentro del llstado. 

La segunda parte contiene la rutina de Pntrada de datos y 
las rutinas de ajuste y de análisis estadistlco. 

Las pruebas estadlsticas que se realizan incluyen: 
a) Error total e intervalos de confianza de los parámetros. 
b) dispersión de residuales. 
c) Prueba para detectar sesgo. 
d) Prueba para detectar tendenc las. 
el Prueba de condicionamiento de la malr\z de lnformacl6n (o 

Jacobiano) de la ecuación {el cual se calcula por aproxlmacl6n 
numérica). Esta prueba pern:iite determinar s1 la lnformac16n 
contenida en los datos es sificlente para definir con exact.itud 
los parámetros de la .. cuación y está estrechamente ligada al 
cáculo d~ los intervalos de confianza. 

P<trte J...:_1. Programa de inicialización para que es usuario escriba 
su ecuación. 

El usuario debe escr1b1r su ecuación en lenguaje BA.SIC. El 
directorio debe contener el archovo expl lcatlvo EXPLICA. TXT que se 
describe inmediatamente a continuación del programa. La numerac16n 
de las lineas debe conservarse estr 1ctamente. Aún cüando algunas 
lineas ocupan m.tt.s de un renglón en este listado. no deben 
lnclulrse retornos de carro al escribirlas. 

100 KEY OFF 
110 SHELL-TYPE EXPLlCA.TXT" 
120 LOCA TE 25, 1: SHELL .. PAIJSE .. 
130 CLS: LOCATE 10. 7: PRINT .. ESCRIBA A CONTINUACION SU FUNCION EN 

BASIC A PARTIR DEL SIGNO -" 
140 LOCATE 17,ll:PRINT .. RECUDU)E QUE LA FlJNCJON NO DEBE EXCEDER 

256 CARACTERES 
150 KEY 2.CHRS(13)•"RUN 200 .. +CHRS:(l3):LOCATE 19, lS:PRINT "REVISE 

OJIDADOSAHENTE LA SlNTAStS DE SU F"UNCION" 
160 LOCA.TE 21. 11 : PRINT .. YA QUE TECLEO Y REVISO SU FUNCION PARA 

CONTINUAR TECLEE .. : LOCATE 23, 32: PRlNT "••• • F-2 
170 LOCATE 24,ll:KEY 1,"FILES"+CHRS(l3) 
180 PRINT "PARA VER EOJACIONES YA ECRITAS PRESIONE •••• Fl 
190 LOCATE 12,l:EDIT 660 
200 KEY 2,"RUN zoo-+CHRS{13l:CHAIN MERGE "NONLtN.BAS",100 
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660 DEF FNA.s 

Parte 1. L Esta parte es alternativa a la anterior. es decir se 
corre una U la otra, no ambas. En este proRra•a se ha escrlt.o 1a 
eacuacl6n de hlll, sln einb.'llrgo punde ~scrlblrse cualquier otra 
ccuacl6n y salvar!>e .-.n un archivo d"-" BAS!C dlCerente. Las lineas 
que dr.~n modlllcarse 
20, Comentarlo. 
130, NUmero de par~metro de la ecuación. 
200, Nombres de los parámetros, Varlables OONlSCl) a OON1$(PAR) 

seguidas de Igual y el nombre del parámentro entre comillas, 
cada deflnlc16n separada de la slgu\••nt.e por dos puntos. 

210, Número de sustratos. 
230, Nombres de los sustratos, variables ESENSCll a ESENS(NoSus), 

NoSus se dló en la linea 210, la slntit.sls es la misma que en 
la l lnea 200. 

240, Nú.JD.ero de lnhlbldores y/o actlvadores. 
270, Nombres de loe lnhlbldores y/o actlvadores en las variables 

EINNS{l) a EINNS(Nolnh) Nolnh se da en la linea 240, suprl~lr 

REH y las palabras en mtnUscula y subs.tltulr por los nombres 
con la misma slntasls que r.n la line~ 200. 

La ecuación debe escribirse en lenRuaJ~ BASIC en la linea 660 
a partir del signo Igual. 

Los números de lin"-"a d~ben respetarse y todas las lineas 
deber escribirse. Las llneas que no caben en un renglón deben 
escr1blrse continuas s.ln rr.tornos de carro, BASIC ~r'"ite hasta 
256 caracteres por 11nea. 

Pueden hacerse tantos pro~ramas de este tlpo como ecuaciones 
se requieran, con tal de que se graben j!'"n archivos de dlf"erent.e 
nombre. Cuando este programa. se ejecuta se r<-allza el ajuste de 
acuerdo Con la ecuación escrita en la lln~a 660. 51 comete algún 
error en la slntasls obtendrá. un error del t lpo: 
Sintax error ln 1220 • . 

En caso de que aparezca este mensaje revise cuidadosamente la 
slntaxls de su función. 

10 REH Este programa sirve para. hacer reF.r<-slon no lineal de 
datos 

20 REH segun la ecuaclon de Hl 11 en su forma no loga.rltmlca. 
125 UNAVEZ•l 
130 PAR•4 
140 NOP2=PAR•2+1 :KEY 9,"GOTO 1030"+CllI:t$(13) :KEV 10, .. GOTO 

100-+Clll~(13) 

150 DEFDBL J,A,B,D,E,O 
160 DlH JOTl(NUHPUN,PA.R), JOT2(PAR,NUHPUN), ESE3(PAR,PAR), 

BEl {PAR. NUHPUN). OQl (PAR, 1) 
170 DIH ERElCNUMPlJN.1), ERE2(1,NUHPUNl. DElCPAR,PAR). 

EYEl ( NUHF'UN), ECAL ( NUHPUN). OOBLUO { tlUMPUN), OOBLUZ (NUHPUN) • 
OOBLU3(NUHPUNl 

180 DIH OO(PAR). CXJl(PAR,l). 002CPAR,l), 003(PAR.l), 
AADl(PAR,PAR), AAD3(PAR,PAR) 

190 DIH ACPAR,NOP2l,EX(PAR.PAR),CCPARl,0'1N1S'(PAR) 
200 OONlS{ 1 l-.. Vmax": OONISC2 )•"Ks-: OONlS( 3)..,.."h" 
210 AJCS•'" 1" 
220 NOSUS=VALCAJCS): OIH ESECNOSUS, tlUMPUN), DS(NOSUS}, F.:SENS(NOSUS) 
230 ESENSC 1 >~-sus"' 
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240 AJCS- 00 O"' 
250 NClINH•VALCAJCS): DJH ElN(NOlNH. NUMPUNl • 01 CUOlNHl. C!Nf.!S(NQSUS) 
Zt:.0 IF NOINll=O THEN COTO 280 
270 REH poner aqul los nombres de lnhlbidore~ ElNN'S( I )-""' 
280 CHAJN HERGE "NONLIN. BAS ... too. A1.L 
660 DEF F'NA...00(1)/((00(2)/DS(l))-QO(:))+t) 

~ ~ Texto expl icatlvo que dorberá. estar c.,ntcntdo en el 
archivo EXPLICA. TXT. Las lineas comprendidas entre los separadores 
slgulentes son 24 y se reco•lenda teclear todas. aún la lineas en 
blanco. 51 se desea se puede 1t1odlf'icar el contenido y la 
aparlencla de este texto. con tal de que sea informativo para el 
usuario. claro y que conste de un má.xlmo de 24 lineas. 

PROGRAMA DE RECRESION NO LINEAL 

Este programa sirve para ajustar un conjunto de datos a una f'unci6n 
que deber deflnlrse en lenguaje BASIC. Use para ello los slmbolos: 
+ "'suma"' o - "resta"' ; • "producto.. ; / •cociente'" ; 

"'exponenciac16n"; ( ) "signos de agrupac16n" (los parentesls no 
ejecutan ninguna operación por si •lsmos y por lo tanto deberá.n 
estar precedidos de los operadores correspondientes cuando se re­
quiera; cada paréntesis abierto deber corresponder a un paréntesis 
cerrado, pudiendose anidar varios paréntesis unos dentro de otros). 

Há.s adelant'" se le pedir que defina su función. Utlllce para ello 
las variables slgulentes: 00(1). 00{2), 00(3) OO(N) 
son los valores de parámetros tales como: Km, Vmax. Ki, etc ... 
DS(t). 05(2) DS(N) son concentraciones de sustratos 
DICtl. 01(2) DI(N) son concentraciones de inhlbldores 
(los actlvadores son manejados como 1nh1b1dores también por este 
programa). 

-SE RECOHIENDA ESCRIBIR LA FUNCION EN UN PAPEL ANTES DE INTENTAR 
TECLEARLA EN LA COHPUT ADORA! 

13!L.!J:. ;;!,,,_El sl¡;;uiente listado es el cuerpo prlnclpal del programa. 
Deberá. escrlblrse respetando la numeración de las lineas y 

usando retorno de carro sólo al final de cada llnea numerada. sl 
usa retornos de carro en part.es l.ntermedlas de una l 1nea BASIC 
considerará lo que escriba a cont1nuac16n como una nueva orden y 
el resultado es prá.ct1camente impredecible. 

Requerlr:S tener la lmpresora lista al momento de la salida de 
datos. 

Después de escribirse con GUBASIC deberá grabarse en un 
archivo llama.do NONLJN.BAS que deberá. encontrarse en el mismo 
dlreclorlo que las partes anteriores. En nombre no debe ser 
modificado y el archivo deberá grabarse con la opción A del BASIC. 
J. e: 

SAVE "NONLIN. BAS'". A 
De no hacerse asl 

ejecución del programa i: 
obtendrá. el slgulente error en la 
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Bad Elle atOde ln 280 ... 

100 CLS: LOCATE 10. 8: PRINT "'••••••••••••• RECRESION NO LINEAL. 
CINETlCA ENZIHATJCA •••••••••••"' 

110 PRINT :PAINT :PRINT 

120 PRINT : INPUT .. ( CUANTOS DATOS DE VEl.OCJDAO SON "'; NUHPUN 
124 IF (NUHPt»l>NUHPUN2) ANO CUNAVEZ=l J THEN UNAVF.:2-0: PRIHT 

.. OEMASIAIX>S PUNTOS. 
REINICIO PARA REDIHENSIONAR MATRICES"': RUN 100 
125 
130 
140 

IF UN'AVEZ•l THEN UNAVE2-0: GOTO 280 
PRINT : JNPVT .. C CUANTOS PAR.AH:EIROS TID<ZE TIJ ECUACION ?'";PAR 

NOP2•PAR•2+1:KEV 9."'GOTO 1030"'•CHRSf13):KEY 10.""GOTO 
lOO"'•CHRSC 13) 

150 OEFOBL J.A.B.D,E.O 
155 t.1.J'HPUN2•NUHPUN • JNT(NIJMPUN•. 4) 
160 DIH J0Tl(NUHPUN2.PAR). JOT2CPAR.NUHPUN2}. ESE3(PAR.PAR). 

170 

180 

190 
200 

210 
220 
230 

240 
250 
260 
270 

280 

BEl(PAR.NUHf"VN2). CQlCPAR.1). CINF"(PAR), CSUPCPARJ 
OIH ER.El(t.1.JHPUN2,ll, ERE2(1.NUHPUN2), DEl(PAR,PAR). 

EYEl (Nt.1HPUN2J, ECALCN'UHPtJN2l. DOBLUO{N'UHPUN2). 
DOBLU2 ( NUM.PUN2 l • DOBLU3 ( N\..JHP\.JN2) 

DIH OO(PARl. C:X)l(PAR.l). 002(PAR, l ), 003CPAR.1J. 
AAOl (PAR, PAR). AAD3(PAR. PAR} 

OIM A(PAR.NOP2J,EXCPAR,PAR),CCPAR),OON1S{PAR) 
FUR I- l TO PARt PRINT .. ¿ NOMBRE DEL PARAHETRO • .. ; I;.. ? 
"';:INPUT OONlSC I): NEXT I 

PRINT :INPUT "'¿CUANTOS SUBSTRATOS TIENE TU ECUACION ";AJCS 
NOSUS•VAL{AJCSl: OIM ESECNOSllS, NUHPUN'). DS( NOSUS), ESENS(NOSUS} 
FOR I- 1 TO NOSUS: PRINT "¿NOKBRE DEL SUSTRATO• ";I;"'? ";: 

INPUT ESO-IS ( I l : NEXT l 
INPUT "¿ CUANTOS I NH I B 1 DORES T 1 ENE TU ECUAC t ON "' ; AJCS 
NOINH=VAL(AJCSJ: DJH EJNCNOINH, NUMPUN), DI { NOJNH), EINNS(NOSUS) 
IF' NOIWl•O THf:N GOTO 280 
F"OR I•l TO NOSUS: PRINT .. ¿NOHBRE DEL nmrnJOOR • - ; J: - ? '": 

: lf<ZPUT EINN$( I): NEXT I 
~:LOCATE 10,l:PRINT "'¿ QUF: TIPO DE f'{lNDffiACION DESEA USAR? 

290 PRINT TAB{4); "'PESOS PROPORCJONAOOS P'()R EL USUARIO (1 )-
300 PRINT TAB(4); "'VARIA>lZA CONSTANTE (2)" 
310 PRINT TAB(4);"'PESOS INTOUiEDIOS ENTRE 2 Y 4 {3)"' 
320 PRINT TABC4l;"'PESOS DE ERROR RELATIVO C4l"' 
325 PRINT TAB(4); "'PESOS POR O!FER.ENCJAS DE RESPUESTA (5) .. 
330 PRINT :PRINT TABC4l:"'SELECCIONE LA OPCION DESEADA TECLEANDO EL 

NlJHERO ENmE PARENTESIS • "' 
340 RS-INKEYS:BECY. - VAL(RS); IF BEC-/.<1 OR OCC-4>5 THEN GOTO 340 
350 OOBLU9-DEC"/./2 - l 
360 PRINT : PRINT TAB(4}; "'REGRESION NO-LINF.AL SIMPLE (A)"' 
370 PRINT TAB(4l:"'REGRESION NO-LINEAL ROBUSTA CB}" 
380 PRINT :PRINT TAB(4); .. PRESIONE LA LETRA DE LA OPCION DESEADA'" 
390 CECS•JNKEVS: IF CECS<>"'A"' ANO CECS<>_a_ ANO CECS<>-a- ANO 

CECS< > "'b"' THEN GOTO 390 
400 CLS: LOCATE 10. 10: PAINT .. INTRQOU-¿CA LOS VALORES ESTIMADOS PARA 

LOS PARAHETROS-
410 FUR I•l TO PAR:PRINT I;"'. ..;CXJNJS(J);" 

OOJCI,ll:OOCil-OOlCI,ll:PRJNT "'COTA INF 
CINF( I }: PHJNT "' COTA SUP • "';:INPUT CSUP( I }: NEXT l 

420 PRINT -LOS ESTIMADOS PARA LOS PARA.METROS SON:" 
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430 PRINT :PRINT TABC4l;"'BUENOS (t)"":PRINT TA.B(4);"'REGlJl..jJ\ES 
(Z)"":PRINT TAB(4);""KALOS (3)"":PRINT :PRINT TA.B(4)o""RESPONDA. 
CON EL NUHERO DE LA OPCION KAS ADECUA.DA. .. 

440 RS-INKEYS: ESE9-VA.L(RSl: IF ESE9<1 OR ESE9>3 TIIEN COTO 440 
450 E.ME-10-C-3•CESE9-1 )•:t) 
460 CI..S: PRINT ""ENTRADA. DE DATOS. INTRODUZCA. LOS DATOS POR 

GRUPOS"":PRINT :PRINT ""Do! CADA GRUPO SE LE PEDTRA REVISAR LOS 
DA.TOS SI OBSERVA ALGUN ERROR RESPONDA CON EL SlHBOLO &. EN 
CASO CONTRARIO PRESIONE CUALQUIER OTRA TECLA"" 

470 PRINT : PRINT : PRINT "'PRESIONE OJAL.QUID\ TECLA PARA COtITINUAR 

480 RS-INKEYS: IF RS•""" THEN GOTO 480 
490 FOR 1- l TO NUHPUN:CLS:LOCA.TE S.l:PRINT "'DA.TO NUHER0 00 ;1 
500 INPUT "'VELOCIDAD INICIAL - "":EYEl(I):ECALCil-EVEl(l) 
510 IF" BEC"'4-l THEN INPUT "'El. PESO PARA ESTE VALOR ES - "":DOBLU3CI) 
520 FOR L-1 TO NOSUS: PRINT 
530 PRINT TA.B(4);"'SUSTRATO • "';L;" C "";¡ESO.:S(L);"' ) - •. INPUT 

ESECL.l): NEXT L 
540 IF NOINH-O THEN COTO 570 
550 FOR L- l TO NOINH:PRINT 
560 PRINT TA.B(4);'"INHIBIOOR • "';L;"" ( "":EINNS(L);"' ) - "';: INPUT 

EINCL.I): NEXT 
570 PRINT :PRINT "PUNTO NO "';l:PRINT ""VELOCIDAD INICIAL - ""; 

EYElCil 
580 FOR L- 1 TO NOSUS:PRINT "'SUSTRATO NO "';L;" "";ESD.ISCLJ:"' ) -

"';ESE(L. l):NEXT L 
590 IF NOINH•O ntEN GOTO 610 
600 FOR L•l TO NOINH :PRINT '"INHIBIDOR NO "':L;" C '";EINNS(L);" ) -

•;EIE(L.Il:NEXT L 
610 IF' BEC"'4•l THD-il PRINT "PESO PARA ESTOS VA.LORES - ";OOBLU3(1) 
6ZO PRINT : PRINT • ( ESTAN ESTOS DATOS BIEN 7 DE NO SER ASI 

CONTESTE &. PARA CONTINUAR OPRIMA 
CUALQUIER OTRA TECLA . • . " 

630 RS•INKEVS: IF RS·-- THEN GOTO 630 
640 IF RS- .. &00 THEN GOTO 500 
649 NEXT I 
650 IF BEC"'/. <> 5 THEN GOTO 656 
651 EU•ABSCEYE1(1)-EYE1C2)) 
652 FOR 1•2 TO NUHPUN-l:JF E\J<ABS(EYEl(I+l)-EYEl(I)) THEN 

E\J-ABS(EYEl C I+l )-EYEl ( I)) 
653 NEXT I 
654 DOBLU3(ll {EU/(E'YE1C2l EYE1(1)))-2:000LU3(NUHPUN) 

(E\.l/CEYEl CNUHPUNJ- EYEl (NUHPUN-1 l) ) .. 2 
655 FOR I•2 TO NUHPUN-1: OOBLU3(I) - ((Dll'(EYEl(I+l) - EYEl(l))) .. 2 

+ (EU/CEYElCll - EYEl(l-1))) .. 2)/2: NEXT I 
656 PRINT 
670 AA.-l:AA.9•l:TE•O 
680 GOSUB 1200 
690 EEl-SQR(DEROl/(m.JHPUN-PAR)) 
700 TE-TE+l 
710 IF TE<50 THEN GOTO 740 
720 CLS: PRINT "'OESPUES DE 50 ITERACIONES NO HAY CONVERGENCIA.."" 
730 GOTO 1180 
740 PRINT :PRINT :PRINT TABClO): .. lTERACION - "";TE 
750 FOR 1-1 TO PAR 
760 PRINT TA.B(lZ);OONlSCI);"' - "";CX>l(I.l) 
770 NEXT l 
780 PRINT :PRINT .. ERROR - .. ;EEl 
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790 GOSUB 1310 
800 IF AA9""0 THf:N 970 
810 IF AA<-- 0000000001 • THF.N AA-1 
820 FOR l•l TO PAR.:002(1 0 1)-0010.1)-<JQl(J.l) 
821 IF 002(1.lJ<CINF"(J) TI-tI:N 002CI.l)•CJ'NF"fl) 
82.3 IF 002{ I. 1 )>CSUP( I) THDl 002( J .1 J=CSJJ'( I) 
824 OC){ 1 J -002 ( l • 1 J: NEXT l 
830 COSVB 1200 
840 EE2~Jl(DF.R01/{~1'-~·1ff"l~l-PAR1) 

850 IF" f:E.2.:>EEl THEN 930 
860 ~-o 
870 FOR 1•1 TO PAR: DiE7=D-fCT•ABSCD:II ( 1. 1 )/001 (J. l) ): NEXT I 
SS'i:O JF" EMF.:7< . 0001 Pi~l 990 
890 FOR I=l TO PAk:001CT.ll=002íl,lJ:~lCXT 1 
900 EEl,..EE.2 
910 IF" EM'E>c. 000001 TltDl D-fE=D-fE/10 
920 GOTO 700 
930 IF a-t'E<•lOOOOOO! TirEN EJ"U:.,.E:ME•to 
940 F"OR I• 1 TO PAH;OOfIJ=OOl(I.l):Ní:XT l 
950 GOSt1B 1200 
960 COTO 790 
970 CLS:PRINT .. NO HAY COflVERGENCJA. ITERACIONES - .. ;TE 
980 COTO 1 000 
990 CLS:LOCATE 2.lO:PRJNT .. VALORES FINALES .. 
1000 PRINT .. Valor de F de tablas. F"( .. ; t."UHPUN; "".": NllHP'l.nl-PAR: 

... 1 )• .. ; : INPUT EE2: 
1005 LOCATE 1.25: PRJNT .. PREPARE SU IMPRESORA. PRESIONE ESPACIO. 

1006 RS- JNKEYS: IF NOT(RS- .... ) THEN GOTO 1090 
1010 OEF FNAH( J. LJ=ESE3í I. L 1 
1020 N•PAR:GOSUB 2040 
1030 FOR l• 1 TO PAR :LPRINT 
1040 IF EX( I. 1 )<0 THEN EXC I. J J .. -1•EXC1, J) 
1050 LPRINT.. PARAMCTRO .. ;l:'" { .. ;OONlS(J); .. ) • '";002(1 0 1):• 

+/- "': EE2.SQRCEX( J. l)) 
1060 NEXT l 
1070 LPRINT:LPRINT :LPRINT ERROR TOTAL• ";EEl 
1080 l.OCATE 24. IS: f>RJNT .. PRESIONE CUALQUIER TECLA rARA CONTIMJAR 

1090 RS- IW::F.YS: IF RS=-- THEN r.oTO 1090 
1 l 00 GOSUB 1 1 90 
1110 FOR I,,. 1 TO t-lUH'PUN 
1120 LPRltlT l; TA8(8); EYEl(I); TAB(27J; ECAL(l}; TAB(S6)o 

ECALC I }- EYEl ( I} 
1130 H=-H+l: IF' H•20 THEN GOSUB 1150 
1140 NEXT I:GOTO 1175 
1150 PRINT "PARA CONTINUAR PRESIONE CUALQUIER TF.:CLA .. 
1160 RS•INKEYS: JF RS="'"'THEN GOTO 1150 
1170 GOSUB 1190; RE"nJRN 
1175 PRlNT "'¿DESEA IMPRIMIR ANALJSIS ESTAD1STICO DE SUS DATOS? 

• (S/N}'": UNAVE:Z•l: RS-JNKF:Y: IF cns--s-) OR {RS•"'S"') COTO 
2300-

1176 PRINT :PRINT -PARA VOLVrn A vrn LOS RESULTADOS FINALES 
PRESIOrlE - F"-9 •-:PRINT '"PARA vor.vrn A CORRER EL PROGRAMA. 
PARA LA HISHA ECUACION CON OTROS DATOS PRESIONE • F-10 •• 

1180 END 
1190 CLS: LPRINT "DATO rTAB(l 1 }; .. VELOCIDAD'"; TAB(.30); 

"'VELOCIDAD'"; TABC60); '"DIFERENCIA": LPRINT 
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TAB(9);•EXP.E:RIHDITAL.•;TAB(:JO);•cAL.CUL\DA•:LPRINT:H-O:flETURN 
1200 RDi Sl1BRUTINA ERRORES V RESIDUALES •••••••••••••••••••••••••• ········> 
1210 FOR I- l TO NUHPUN:GOSUB 1740 
1220 ECALC I )•FNA 
1230 NEXT l 
1240 GOSUB 1790 
12so orno 1 -o 
1260 F'OR I-1 TO NUHf'UN 
1270 ERElCI.1) CECAL(I)- EVEl(l))• OOBLUO(l): EREZCJ.I)• 

ER.El { I. 1 ): DER01- Da:'\01+ EREl e I. t 1-2 
1280 NEXT l 
1290 RETURN 
1300 ~ SIJBRUTINA GR.ADJE:N'TE •••••••••••••••••••••••••••••••••••• 

1310 FOR JX-1 TO PAR 
1 320 FOR J • l TO N\JHPUN 
1330 GOSUB 1740 
1340 09-00(J~): DYS-00( J~)/100: OO(JX)-OO(JX)+DYS 
1350 OY3 •(f"NA} 
1360 OO(J4)=09-DYS 
1370 DY3•0Y3 -(F"NA) 
1380 00(JX}e09 
1390 JOTl ( I. JXJ-ov3•0QBLUO{ I )/(2•DYS) 
1400 NEXT I:NEXT JX 
1410 F"OR I• 1 TO PAR: FOR JX- 1 TO NUHPUN: JOTZCI.JX)•JOTlCJX.J): 

NEXT JX: NEX"T I 
1420 IF EME< 1000000! TREN GOTO 1480 
1430 AA•AA•.2 
1440 F"OR K•l TO PAR:OQl{K,ll•O:F'OR ITN•l TO N\JHPUN 
1450 0Ql{K.1)-oQl(K.l)+JOT2(K,ITN')•EREt(JTN,l):NEXT ITN:NOCT K 
1460 IF" AA<•. 0000000001• THEN AA9•0 
1470 GOTO 1730 
1480 FOR K•l TO PAR:FOR H•l TO PAR:ESE3(K,H1-0 
1490 F"OR ITN•l TO NUKPUN: ESE3CK.H)- ESE3CK,H)+ JOT2(K.JTN)• 

JOTl(ITN,H} 
1500 NEXT ITN:DEto;:,HJ=O 
1510 IF" K•H IBEN' DEI CK,Hl•1/SQRCESE3CK,H)} 
1520 NEXT H:NEXT K 
1530 DEF FNDiBCI.JXJ•ESE3(I.JX) 
1540 GOSUB J 560 
1550 GOTO l 620 
1560 FOR K•l TO PAR:FOR H•l TO PAR:AAD3(K,Hl•O 
1570 FOH ITN•l TO PAR: AAD3CK. H)a AAD3CK. H)+DEl O::. JTN)• 

FNEMBCITN,HJ: NEXT ITN 
t 580 NEXT H: tlEXT K 
1590 FOR K•l TO PAR: F"OR H-1 TO PAR: AA01 (K. Jf)""O 
1600 FOR ITN•l TO PAR: AADl CK, H)• AADl CK. H)+ AAD3CK. ITN)• 

DEl CITN.H): NEXT ITN 
1610 NEXT H:NEXT K:RETURN 
1620 F"OR 1•1 TO PAR:AAOlCI.IJ-AADl(l.I) + EHE:t:EXT l 
1630 DE:F FNAH(J,JX)•AADl(l,JX) 
1640 N•PAR:GOSUB 2040 
1650 DEF" f"NDiBC J, J~l•EX( I .JX) 
1660 GOSUB 1 560 
1670 FOR K•t TO PAR:FOR H•l TO NUHPUN:BEt(K,H)•O 
1680 F"OR ITN•l TO PAR: BEl {K, H)• BEJ (K 0 H)• AADJ 0(. ITN)• 

JOT2 C JTN, H): N"EXT JTN 
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1690 NEXT H: NEXT K 
1700 F'OR K-1 TO PAR: 001 (K. l >-O 
1710 FOR ITN""'l TO NUHl""UN: CXll CK. l ),.. OQl (K. l )+ BEi CK. ITN)• 

EREl C trn. 1 ): NEXT ITN 
1720 NEXT K 
1730 RETURN 
1740 REH SUflP.Rt.rfl~A DE DErIUtCJON ••••••••••••••••••••••••••••••• ········> 
1750 FOR L-1 TO NOSUS:DS(L)•ESECL.l):NEXT L 
1760 IF NOINH•O THEN GOTO 1780 
1770 FOR L-1 TO NOINH:DJ{L)=EINCL.I):NEXT L 
1780 R.El1.1RN 
1790 RD-1 SUB RUTINA DE PESAIXJ ••••••• ••••••••••••••••••••••••••••• 

········> 
1800 IF CBEC"/.<>1} ANO CBEC--"<•41THENCOTO1830 
1810 FOR l•l TO NUHPUN:DC>BLU0(1)•00BLU3(l):NEXT 1 
1820 GOTO 1850 
1830 FOR I•l TO Nl...JM:PUN:DC>BLUO(l)•(l/ABS(ECAL(l)))-OOBLU9 
1840 008LU3( I )-OOBLUO( 1 ): NEXT I 
1850 lF CECS•"A" OR CECS•"a" THEN' COTO 1990 
1860 cr-o 
1870 FOR 1•1 TO NUHPUN 
1880 CE•CE+ABS((ECAL(1}-EYEl(l)J•oosLU3(1)) 
1890 NEXT 1 
1900 lF CE•O THEN GOTO 1990 
191 O CE=CE/NUHPUN 
1920 FOR l • 1 TO NUMPUN 
1930 OOBLU2 ( I )=ABS{DOOLU3 C J )•CECAL( l )-EYEl { l) )/(6•CEJ) 
1940 NEXT 1 
1950 FOR 1-1 TO NUHruN 
1960 IF DOBLUZ ( l 1-2> l TllEN DORLUO( l l-3: GOTO 1980 
1970 OOBLUOC I l-DOBLU3l 1 l • { 1-DOBLU2C l l -2 l 
1980 NEXT 1 
1990 OOBLU8=0 
2000 FOR Jzl TO UUM:PUU:DOBLUS-=OORLUS•OOBLUO(l}:NEXT 1 
2010 FOR 1= 1 TO f-lUHPUU: DOBLUOCI)=OOBLUOCJJ•NUHPUN/OOBLU8:NEXT 1 
2020 RETURN 
2030 RD'I SUORRUTJNA DE JNVERS10N DE UUA HATRIZ. El...IHINACION 

GAUSIANA CON PIVOTE TOTAL. 
2040 FOR R• 1 TO N: FOR S•l TO 

N:EXCR.Sl=O:A(R.Sl•FNAHCR.Sl:ACR.S+N+l)•O 
2050 IF R-S THEN A{R.S•N•ll-1 
2060 NEXT S:C{R)c:R: NEXT R 
2070 FOR Z•l TO N-l:EW~O:FOR R-Z TON :FOR S•Z TON 
2080 IF ABS{A{R.S))>~~ THEN LET U-R:V-S:E\JsABS(A(R.S)) 
2090 NEXT S:NEXT R 
2100 IF U•Z THEN GOTO 2120 
2110 FOR S•Z TO 2•N•l:EP~ACU.S):A(U.S)•A(Z.Sl:A(Z.S)•EP:NEXT S 
2120 IF c ... z THEN COTO 2150 
2130 FOR R•l TO N:EP•A{R.V}:A(R.Yl-A{R,Zl:A(R,Z)•EP:NEXT R 
2140 P~CCV):C(Vl-CCZ):C(Z)=P 
2150 FOR R=Z+l TO N:EP • A{R.Zl/A(Z.Zl 
2160 FOR S• Z•l TO 2•N+l:ACR.Sl•A(R.Sl-EP•A(Z.S):NEXT S 
2170 NEXT R:NEXT Z 
2180 FOR z;s.l TO N: FOR R=N TO 1 STEP -1: EP~ACR. Z+N+l} 
2190 IF R- N THEN GOTO 2210 
2200 FOR S=R•l TON :EP .. EP-ACR.s1•occz.c<SJ):NEXT s 
2210 EXCZ.C(R))•EP/ACR,Rl 
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2220 NEXT R:NEXT Z 
2230 RE:T\IRN 
2290 RDi aná.l 191& estad1stlco del ajuste.2300 OSCURES • O:OSLHRES 

-o 
2310 FOR I • l TO NUHPUN 
2315 DOBW3CIJ- CECAL(l)-EYElCI))•OQBLUO{l) 
2320 OSL'Mru:s - OSUHRES + DOBLU3(J) 
2330 OSCURES • osa..mES + DOBLU3(1)-2 
2340 NEXT I 
2350 OHEORES-<JSUHRES/NUHPUN 
2360 OOESRES - SQR(COSCURES-OMEDRES•OSUH:flES)/(tllJHPUN-1)): 0SUHRES 

- o: osct.JRES-0 
2370 LPRINT"'Experlmental <Velocldad> Calculada Oif"erencias 

<Residuos> Normalizados .. 
2380 FOR I • 1 TO NU>-tPUN 
2390 DOBLU2CI) - CDOBLU3(Il-oHEDRESJ/ODESRES 
2400 OSUHRES - OSUMRES + OOBLU2 e I ) : QSC.'URES-oscuRES + OOBLU2 e I ) - 2 
2410 LPRIHTIJSINC "'a. aaaaaaaa----

.. ; EYEl ( I); ECAL( r ); CEYEt ( r )-ECAL( I) ); DOBLU2C I ); 
2420 JF' (4•SQR C ABSC CNUKPUN-PAR )•EEt -2-DOBLU3C I J-2)/(NUHPUN-l))) < 

ABS(IXJBLU3CI)J THEN L.PRJNT ..... ELSE LPRINT 
2425 NEXT l 
2430 OHEDX -o5l.1MRES/W\JMPUN~ OKEDV• 5QR ( COSCURES- QHEDRES• 

OSUHRES J / C NUHP\JN-1 l } 
2432 LPRINT "'Residuos Norrnal izados: Hedla•/-S. O.->"'; OHEOX; "'+/-.. ; 

OHEOY 
2435 OHEDX - ABS{ost.JHRES)/SQRCNUHPUN) 
2440 LPRINT "'Los puntos con • han sldo considerados • ºotm...IERSº • • 
2450 LPRINT "'prueba de ""BIAS•• Tl • .. ;OHEDX; .. (para alf"a•0.99. 

Tl<•2. 58) .. 
2460 JF' fOHEDX >• 2. 58) THEN LPRINT "'s1 existe • •BIAS"• .. EL.SE 

LPRINT "'no se detecta ••etAS"'"' 
2470 OSUHRES•O:OSCURES-O:OHEORES •O:OOESRES•O:OXVRES-o 
2480 FOR I•l TO NUHPUN 
2490 OSC'l.JSUS•O 
2500 FOR L• 1 TO NOSVS 
2510 OSCUSUS - OSCUSUS • ESE(L, JJ•E:SECL. I) 
2520 NEXT L 
2530 0SCUSUS - SQR(OSCUSUS) 
2540 OSUHRES • OSUHRES + OOBLU2(J) 
2550 OSCURES - OSCURES + OOBLU2 ( I ) • DOBLU2 ( J ) 
2560 OXYRES • OXYRES + DOBLU2(J)•OSCUSUS 
2570 OHEDRES - OHEDRES +OSCUSUS 
2580 ODESRES = ODESRES + oscusus•oscusus 
2590 NEXT I 
2600 OHEDX • 
2610 OSCURES 
2620 OHEDV • 
2630 OCESRES 
2640 

OS\.JMRES/N\.JHPUN 
- SQR( {OSOJRES - OSUHRES•OHEDX}/(llUHPUN-1 J) 
OHEDRES/NUHPUN 
• SQRC CODE:SRES - OHEORES•OMEIJV}/(NUHPUN-1)) 

OXYRES (OXYRES 
Nl.JHPUN•OHEDX•OHEDV)/(NUHPUN•OSOJRES•ODESRES}:LPRJNT 

'"R en t. re l 1gAndos y errores .. ; OXYRES 
2650 OXYRES - coXYRES•SQR(NUHPUN-3)/SQR(l-OXYRES·oXYRES)) 
2660 LPRINT '"prueba de ••TRENOS"• T2- "';ABSCOXYRES);" G.L. -

- : CNUMPUN-PAR) 
2670 LPRJNT "'T2 debe ser rnenor que la • • t-de student" • para el 

alf"a deseada"' 
2675 LPRJNT "'Prueba de unlf"ormldad de lnf"ormaclon el 
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JA.COBIANO: - : LPRINT-Los siguientes cocientes de segundas 
derivadas no estan b\~n condi~inna~o5-

2677 FOR l _. 1 TO p,t..R,OOCil-O:NO'T 1 
2680 FOR l "" 1 TO PA.R-1 
2690 FOR L "" I•l TO PAR 
2700 IF ({ABS(E5F..3Cl.l)/~W{L.Llll 1000} OR ((l\BS( 

ESE:3(I.I)/E:St'.3{L,L) ll < O.C>Oll THEH 00(11-00(1)+1: 
OO{L)-OO(L l-1: t.J"RlNT- .J("'; l; .. l/J l."'; L; - J 

2710 NEXT L:LPRrN7"' .. 
2720 NEY.T I 
2730 L?RINT""Porcentaje d~ defic\enc1as por paráaetro el 

JACODlANO"' 
2740 F'OR I""'l TO PAR 
2750 L.PRINT"'Paró\metro a"': l:'" {";OONlS(l); .. ) 

";OO(t)•lOO/(PA.R•tPA.K-1)1:"' ~-

2760 NEXT 1 
1165 PRINT ~ PR1NT "'P.-..RA VOLVER A Vo:t LOS RE:SULTADOS FINA.LES 

PRES l ONE • F -9 • .. ; PR l N'T .. PARA VOL VD\ A CORRER EL PROGRAMA 
PARA LA MISl"lA ECUACION COH amos DATOS PRESIONE • F-10 

2780 ENO 
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