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Definicion. - Las enzimas son los catalizadores proteicos que inician
o modifican Ja velocidad de veaccion de un proceso hioguimico,

Un catalizador. seetin I teoria clasica, es una substancia que solo
actan por contacto o que 2e regenes durante un ciclo do reaceiones (1, 2).

Esta definicivn no <o ajusta completamente o Jas enzimas; puesio
que alpunas de eliies 2on destruidas duraste of proceso catalitico. La di-
ferencia es gue lax enzimas son intciadoras de algunas reaccionss, ntien-
tras que los catalizadores, propiamente dichios, no inician =ine =6lo moe-
difican las velocidades de reacetones quimicas gque, aun sin el catalizador,
estaban ocur-iendo, wiemas, son capaces de orientar procesos nuaevos {(2).

I posible que vstas diferencias sean mias aparentes gque roales, va
que la iniciacion de reacciones puede deberse a la formacion inicial de
compuestos entre fa enzima v alpuno de los componentes del medio: de
igual manera se puede explicar la orientacton de yeacciones, :

Supongamos, para aclarar lo anterior, que fa reaceién que se verifiea
con o sin ecatalizador se represente por

Z +« X e W
catalizador
pero Z es a su vez uha combinacion de las proteinas enzimaticas v de un
factor Y. '

Proteina enzimatica Y e

se ve claro que mientras ne exista la substancia % no puede occwrrir la
catdlisis v opor eso aparentemente boenzima actua de mancera diferente

que fos demis catalizadores,

Lo propiedad doe orientar reacciones especificas puede deberse tame-

hitn o que, durante ol proceso de i eatiliais, algnns de las resceiones
{ v HENIEE R s, 28

. " . . - P N

que v existen, pero con velocndad Dunoeeiable, wlouteran maeyer vito-

de comipetencin, 0

cidaed, bicn porglic desaparcsin. algunas oot
Yo anhibdderes el eatalizador ,

bien poragne ss o destravan

Los primeros conceimicntos sobpo las onsiias s deben probabie-

2

mente s Spalinnzanic pero un estudia eomploto seosncuentra hasta 183
nosobre log almid

ampili=a Voo ROC

3
iy

en que Paveir v Porzon estudiang g
nes (4,



E1 nombre de enzima fue propuesto por Kiihne en 1a7~ (53, Ui poco
después en 1808 Duclaux vropusa T terminacion asa utilizada hasta nues-
tros dias.

Formacion de tas enzimas,  Las enzimas son subistancias proteieas;
asi que, los proofemas de su sintesis, son imilares a lox preblemas de la
sintesix protet

Las protoinas se sintetizan en el interior de s cvlulas o partiy <k
los amino-ncis os de in alimentacion. Fn o los vegetades v oon Jos organ
mes inferioros, Jas sintesis os nuis compieta, puesto e s fnicia oo
sushstancins noreinicas sencillas como ol amanfaceo, aguas yoel anhidrido
carbonico,

Beable demosted que fa formactan de fus cnzimas st determinada

por un gene particular: destruyende éste con rayos Noen i Beurespora
erasia, osta pierde a posibilidad de statetizar v
ote. (6).

G, AMUTo-ae s,

o esta sintesis seguramente intervicnen eomo cate bvdoves diver

so2 jones coma el eobres ol ficrro, cies Hasta hace pooo Uempo s suponia
que las proteinas evan substaneias de vida cortas pero recieniemente,
ha comprobado que aunoue ai-
gunos de los amine-dcidos de o melécnls protéica se

con Ia avada de sotopos radio-aetivos se

plerden v oreponen
con cierta velocidad T mobiada cne condinio
mucho tienipo. (7).

. PR e [ ]
Vre Tl n-m_d‘n}r aiivaitte

Fu el vaso de in protetna enzinaiticn, se ha demostrado gque suosin-
tesie no solo se vertiiza en los Grganos vivos sino aut

1 en cortes de tejidos
yoen extractos hres totidmente de cédulas, (=),

L enzima cansideradi como proteing o preventa p:u'l.i-uuizl.ri(‘i:ui
winguna, que L diterencie de s proteiias ne catalitivas: como Ostas,
sus pesos moleculares van desde doee miloen

la ribo.y \me hasta uy
msllon en L hidrogenasa slutamato, iy,

T dictrbueian de o amino Plos tampoco reveln una iiers :
HIH TSR S FIRY S AR R ‘ TIRPYS VAT poco revelin una dtierenein
e b broteinas cottnes. HDestudio de sa s stractura ha demtostradn que

<o eneaentra tanto en formae globula s com spirthiforme. on

¢l cuso e
as proteinas simpl s enwdmes globn’ e forman esteroides en los
cue los radios pueden depa Fiety, una daon de 1 oen las w\lwu’ A
expiribiformes onbién como endns pret oaas, lo o estabiBidad Jde e Torma

H AN ‘-1"4. TR ERY ‘ . H i iy
DARYETE jas S L o dn presenein de caentes de hideogeno, (1

. . 3 [ I ITP ' X o
o enzipu Lietie dg prop edud devosn e dentro de su omoléeula, g
warrsty £ farmes e Ve 1(% AT o L IRETIT, SO

s oioveces én formin de adeor
e‘i(m r..nm-.ela-‘ L vadicales deopese moleealar bage v con Trecincia fn
' , ,

. . veos oy his fyieivivgs : i cas
coviben ol nombie de agrapamionto prostético v

rnqxnn,-




Otra caracteristica ¢s su gran poder de .ul\m cidn gue have que ol

substrato rodec completamente a la moléeula, permitiendo Ja veaceion
especifics

Se ha propuesto denominar haloenzima a la molécula completa que
estard construida por la apoenzima (proteina) v coenzima (grupo pros-
tético) v asl podr:d representarse faactivacion de una enzima por ol equi-
librio.

Apoeenzima - cochzima > haloenzima (11)

<
‘“

Mecanismo de L resceidn—Mecanizimo de la catilisis, Sabemos que para
gque dos substancias reacciones ex Nnecesario que se ponyan en contacto v
gue exista una encrglin suficiente que recibe ol nombre de energia de ae-
tivacian. Fnoausenciar de catadizadores muy pocas moléculas Hegan a po-
seer esta energnt © opor eo in veloendad de reaccion es omuy lenta; ol ea-
talizador tiene la propiedad de dismineir I cnereia de activacion nece-
saria v ocon esto aumenta ol vdmero deomoléeulas gue pueden veaceionar,
o xeia la velocidad e redceion.,

Lav explicacion anterior no indica enal esool mecanismeoe de estas
ciones v oex aqui donde encontramos una gran variedad de teorias, de las
cualex ninguna tiene cardcter absoluto,

Las teorias existentes Bavliss (12), Haldane (30, Fuler (1), Quas
tel (10, Muassey t168), Dixon M. 017), Leach (1R)0 01, e2i) pueden
POURYFSC ¢l Lres s pos

o, Un prupo de teorias (12) 013) (147 supone gue ol substrato se
combing con la enzima formande una substancia intermedia, inestable, Ia
que posteriormente se descompone en nuevos productos v la enzima rege
nerada. Fo ool caso particular de da fosfatasa podreia representarse de la
siguiente manera

fosfatasa -+ .0 - =ubstrato >
> compleio = H PO, - Testutasa

Fste punto de vista equivale o suponer que las substaneins que van
a reaccionsr se depositan ransitoriamente sobre la enzima, anmentan-

do con ¢sto su concentracion, que seria b razon determinarie del atmen-
te de velocidad de reaccidn,

2o Otro pripo de teoriis mas husddernas 0051 () vonsidera 2

t‘rit)'lll'fl)l':q shecetraniien o ba e daeieas ",’,” LEIE IR R I EI
Teailene Mo pOlanriva

Bevd general, 2e supone gue o i combinacion

! ~uh»1mtu «Jl‘ IR
bital molecular Ael compleie tiene una ovienteeidn tal que forms, on
Clortone puntos, mavores densidades clectronices q‘zv represeh :“m"izm o8
Plinbes aetives v ‘mv setdan cofie copires de oxidacion redieeién o atrace
¢ion idniea, R




o, B tercer grupo, tambidn moderno, (17) (18) estucdia principal-
mente Ia velocidad de reaccion v encuentra gue b ecuacion que o ropre.
sentia, casi siempre Hene exponentes fraccionarios, o que davia an ndi-

clo de que se traty de reacciones oncadeni,

La teoria de maver importancia, tante por st eXtension coma poi-
gue de ella se han Serivado ofras teoriag, es la de Michaelis (14) 20).
}

Fste investiondor extiedin o e enzimas desde of punto de vista cinetico,

Una cuzima o= un catabizador o sca un modificador de la velocidad
de reaccion, Lo variacion de la velocidad depende, entre otras cosas, le

la cliase de catadizador: en los Termentos se caracteriza la accion por la

1
H

cactividad espociiion” que e la o actividad media por P onzima v

i

seorepresenta de diferenteos maneras:

. Por nimero de transformacion que es ol pdmero de molocuias
de substrato transformadas por moléculas de enzima minute (213,
20 Por el niimero de mili-moles de substrato transformado cn onn

hora v opor nithernnos deoenzimi.

G0 Por o oretacion constante de ovelocidad de veseeion sobve miils

gramos dooenzima,

4. Por o) indice de regencracion moles de substracto por minui: o
por centre active. Exte valor es muy importante porque representa o
nimero de vores que Se regencra of ceRbro aclive onoun minuleo, o <en Lo

1
i

periodicidad de regencracion. (22

La velocidad de reaccion se define come of wimero de moles 1rns

formadas por unidad de Uempo, pero en las enzimes di wnn fdea ains
clara 1a definicion de Nerst.
fuerza qulmicn o afingdag

Velocidad de veaceion E— )

resisteneia quimica o vesistencein
N

vindiics

Michaclis supone gue en I enzima existen ciertos Frdicalie o es
fructuras capaces de combinarse con ol substrate, o Sstoz los N con
Groe activos, vodesde el punto de vista cinético s ptivide eseribiye sy oatn

forma:

et fa ques

1 representa ol o 108 centros activos de 1a snzima
g ¢} substrato Vv
i

¢ ool epnpleie vnzima substrate,

Fant

Pt



A continuacion ¢l complejo se destruyve casi ‘st

natantineamente ye-
generando a L enzima v dando Jos productos finales,

> AR X Mroductos

Segiin esta manera de considerar ol fendmieno, <e trata de una reac-
clon conseeutiva en la que ol producto intermedior desaparece casi tan
rapidanmiente como se forma, ésta es la earacteristion que en Fisico-Qui-
micia se Hama “Reacoion on cadena de concentracion intermedia cons-
tante” v puede eseribivse de I signionte maner:

BN

produictos

La velocidad para la sepunda reaceion serd:
d (productos)
Velocidad . :

d ()

Y oA reaccion completa:

d preducto) K. K. {Ef ST 29

(i (t) . -2
Para la medida de las concentraciones se utiliza Ia ley de la accion
de las masas en Ja que se ha madificado Hgeramente la notacion orviginal.

Lsta ecuacion es:

N
v A ques

Ks constante de equilibrio de ia formacion del complejo.

concentracion total de enzima

concentracion del compiejo de donde:

concentracion de la enzima libve v

concentracion del sebstrato,
Otra fovrne

dad en In

dieionn

de considerar estas reacciones es
condiciones dadas, con la velocidad que se
ueran optim

mparar la veloci-

endria 81 las cons
W, oo, con komaxima velocidad,




Par este procodimiento se hi Hegado a fa ecuacion

v

v
! fom
en donde
v velocidad  en ctertias condiciones
Y velocidad maxima euanndo ol sabetvdo sinture totalmente
la enzima
N Coconeentracion el subotente
Km constante de Michachs

Como tan pronto como seointein beoaceon catabition los msmos pro

ductos actilan cast stempre como anhibidores, 1o con

dvintt anteyisy [olo

lis

§ito~

corresponde a iz primera parte del fenomencs B nnsmo Michaehs

: . - i U S . o ey
Fiva olrE cCLACTOn e B gue se o Uetie el coenta esty bibneion,
\

1 hm & i

i
3 Ni
o1y la gue:
Voo concentracion de os productos formades gue induben laove

citn

Kot oo constante de disociaeion del compledo cnzima

3 SYRN P « Y « Ly . . T B - . k3
En estas ccnaciones st se oraticn velovhdad contra cotventraciin del
substrato resultan hipérbalas gue correspomien de unn mppers oy
mada a la ecuacion
{a-v) b <F IN
AN
i PSR e

v

—
N\

,
Lo
;4

Forma hiperbivhes tedvica do

Qip embargo, cunnde exisic g

N
cmn daocurma nie parte slel orig
Aty 2 N




Briggs

Un tratamiento matemditico ligernmente diferetite es el de
Haldane (23). En éste se considern In formacion y descomposieidn del
complejo tan rapids

POr una ecuacion niga.
productos

> I

N,
ay 1 hel I DI
£,
K.
en donde:
K.+ K
b) Km .
I,
¢y V K e

Estas constantes estan ligadas por la ccuncion:
K v
Km
Ki e
que pueden resolverse priaficamente =i se mide Km. a diferentes
dades miximas, v opara diferentes temperaturas a pH constante,

Ken

Y

~

Z

¥, e

(]

para obteneyr km vy Ks

Extrapolacion

quir pueda depreciarse v orepresentarse el fenémeno

velogi-

La cinéticn enzimdtica se compliea porgue ¢l substrato actia en al-

punas ocasianes como inhibidor v oen otros coma activador,

La inhibicion puede depevse a que ef substrato satura los puntos ac-

Fenaeion

tives de fn eneima, Tormando complejos estables v por 1o taato impidien-

do 1o regeneracion de da ensima,
i

Fste fenomens se puede vepresentar por |

D = s > "'\M
PN -
P B B




En la que:
L8 6 p - representa ol complejo activo
S excoso del substrato
I 8. 6 g el complejo inactivo
Aplicando la ley de la accion de las masas resulta:

po.os Ks . q

En la que:

Ks pepresenta la constante de equilibvio en de formae del congs
plejo inactive,

introduciendo este valor en la ecuacion de Michuelis,

Dot otra parte. para explivar que el substrato pueda setunr comoe
activador se ha supuesto gque on fa enzima pueden existiy das ciu:\‘\:é de
centeos activos, tnos en los cuales seoverifica la veaccion vm:%:m’\?.ic; dé
manera erdinaria v otros en los cuales g0 puede fjar of substvate sinoaque
ocurrd reaceion enzimiatica pero formandoge una nueva meleeula de mse

vor actividad,

Massey (26} oxpresia vsta proantedad con las counciones

P o
1D A o } >
<<
A e r P
En dnogques
1 =Ra representa i Lioenzimiin activads bl une velwesorniig
PO e UeRdeiotiaing on

nueves substratos pars formar ol vompieioe achivo
N : RAUG AUV,

A1 ASTFLICACTON DE LAS BENZIMAS S
ChAS CNAIMASS No existe una clasilieacion

e e lug en@inas, UM O T T
precisa de Jus ensinti I mavoria de s propuestas <o fuplay

| i ‘ : ! vy 1n7;
e ey et e cjerue I ensind sehyy i3 X N
cion priveipal 4o cjeree i enzing soebie ob subistrato v, bajo et 1]

A LWL aya ety punia

pnzimay S0 clasifioar on (273

Ge vists, b




I-- Hitrolizautes

2o~ Transferencia ¢

do-Acciones di-
Versas

h)

Peptidasas
b)  Amilasas Carboxilasa
Fosfatasa
Sulfurilaza
Tinestoorosa

© o m—————

¢} Esterasas B

d)  Glucosidasas
¢} Anhidrasas
) Descarboxilasas no oxidantesg

<) Varias

L .. f;unino--;'\cidos
Oxidacion ..
aceto-acidos
Oxidacion de grupos
hidrocarhonados
Oxidacion de aleoholes
Oxido reduetns: ) )
Deshidregenacion de
saturado n olefinga

Oxido-reduceion de
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sultonicog

U Peroxidasas
[somerasas
(Cambio de hidrdége o e aldosa

a
SE R

colosa)

Transierasas de radicales fostato
fosforitasas)

Trans-neilasas
Transierasas de grupos nitrogenados
Transplucoxidasas
Transcoenzinasas
Transmotilasas

Hidrasas de hidrasas
Sintetasas

Adicion a doble figadura
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F()%F TASA.  Bajo este pombre se concuentra un gran hamero ds
enzimas rue con frecuencia prosenian ciorto cardctor isodindmico, e
decir, enzimas diferentes que actian sobire of mizmo substrato s0le que

a pll diferente.

Folley v Kayv han dividido a Ly enzinmas en o cualtro grupes auhgue
otres autores como Jean Lechie v Neuven-Van Theal 0200 eonsideran su-
ficiente clasificarias en fosfatasa deidas v oalealimas, dstas actdna 1 oun
pH cercano a % mivnivas que bis cdeidad tenen pH o dptimes ontre s v,

Las foslatusis adealinns, o fns cundes portenecs e b dechee, 800w
cuentran principalments en dos tejidos animudes. mienivas gque las us

\ )

fatasas dcidas son vropias de o= tepidos vegetales on Ios que aleunas Jde

ellas intervienen v do sintests de as vrasas,

METODOS DE ESTUDIO

La medida de la actividad de las vnzimas s pucids efectuar por los
clases de métodos diferentes:

~Métodos de muestreo

AMétodos de medida directa

En los mdtodos de muestren, o determinido tiempe se separa ung

porcion de problemi v ose efectin fnomedida por un procedimiento adie
cuado: por ejempio, tratindose de Lo ineccfase e mide lg desviacion e
tica; en las hidrolasas se mide i variaeion de acider o aleadinidad.

Extos metodos tienen el inconvenionte que, vntie 1 toma e muesti

voel momento de L lectari, transcurre un e mpo dura i

radite of enanl la reace
cton ensimatica continu verificindose on condicinnes no controladas v,

jriot ﬂ}x“-', A |l velocidid de renecion es prande, cx QITe obtener coficite

E e cone ety divectie e gege s oo, mienlras

,\l” { s ng Doty ye . ‘
% pliversos ocedimdentos PUTA Sewir ¢
cnenentean Jos Mdladas ©0lo, [weds TR
usidos pop suorelniva sencilier s Mdtodes Borrg .

SOERIF

S0 eRbi x‘wzl':f':u;:i::. I,

cion, vofie oatos me

‘f:(i.'h:v;;':;':w e18Tar IRENEAL
F RS AMSAS i

Vriande Bay forfhacten o 1!\%\;1;);“@‘-,“” Jde

que #sto produec ovaltpoioues o depeesiones muy .
vefeaveisn, Mofodog colimplros vifor cmiles so 0rata de sapleper cons
g L YR T i LA

4 . N . 1‘/‘ . T v oY .
Peiuies HIRIRWS I Pe R Andg 1 renetivn .“‘im,u..,.:” s oali
A & CLEE, b

cov b Matodo gque i o




Métodos patenclométricos que segun algunos autores no son conve-
nientes porque a medida que progresa la reaccion los productos o modi-
ficacivnies sulriaas por la enzima. las coenzimas v el substrato introdu-
cen nuevas variables que dificultan el analisis matematico del resultado;
sin embargo, siose toma la velocidad inicial (31), o sea la derivada de la
funeion, =¢ obfiene una linea recta gue es independiente de los procesos
posteriores v ogque puede cmplearse para caracterizar a la resceion enzi-
matica,




I METODOS DE TRABAJO
Fundamento.. -1.a tesiz se inspird en un trabajo de Martin Schwartz
v Terrel C. Myers presentide bajo ol titulo “Simple Microtitrimetic
Constant-pH Method Tor Accurate Fnzyme Assavs™ en la revista Analv-
ieal Chemistry de Junio de fooas el 116

Kn este articnlo se estuwdin oo posibibidaed e valorar velumétvicamen-
te las cantidades ae dcido o de base fornmuadas durante una reaccion enuzi-
‘matica empleando una microburetn v oun potenciometro, B términos oe-
nevales, of método consiste en agreear, a0 Uempos cotoeidos,

suficiente
Acide o base para mantener of pll constinte graticiandn

nasteriorment
cquivalentes gastados contia Uempo, asi se obUcenen curvas de tipo para-
bolico o hiperbalico de acuerdo con Lic teorin expuesta en ol capitulo an-
terior,

Fn las experietcias iniciales se b cieron

dosificaciones del acido for-
mado empleando urn método semejante al de

Schwartsz, pero se cncontro
que habia mayor reewlaridad y se simplificaba ol trabajo franstornusudo

los pH a concentracion de iones nididgeno mulliph ';nn!ﬁ por un factor
adecuado,

Por esta razon todo o trabajo se desarrolld anicamente

con ¢! Po-
fenciometro,

Fn esta tesis e tomo como =ujote o la fostatusa i

de fa jeche. Bn oges
neral, las fosfatasas Hberan restos deidos duranie =i

=i oreaceimt Existon
numerosas fosfatasas, entre otvas:
FOSEFATASA., Tozloamilasa,

FOSFOLIPASA. o) Frool veneno de log escorpiones voen algunas bac-
Lorias,

{Tendos de jos animales) .

§4‘( ),\‘I“()LH’A\\‘*\ ") i Jos t-:»ji(ins (h‘ !(\S I'Hlin]i“.lb‘:\‘ iQ

Voen algivos honges.
P T TSI 3 oAl . N
FOSFOMONOKSTEARASA. (1) Se cneunentra en los 1o idos animates
Vool ta leche.

FOSFOMUNOESTEARASA - (2 3, 1) Fn los tojidos de los animales,
en lag levaduras voen dos animaies, 1 stas enzimas catalizan
b estorificscion o hidrdliss Qo oy ésteros fosforicos asi
como slanpas fosferilaciones, N

1

i




FOSFATASA FOSFO-PROTEICA. Se encuentra en los tejidos animales
vy actin sobre la caseina v otras fosfo-proteinas.

FOSFORILASA-FOSFATASA--Se oncuentra on los tejidos de los ani-
mules.

v

GLUCOSA 6 FOSFATASA. S cncuentran en o} higado v aciiia sobre el
fostato d. gluvosa 6, Fster de Robinson.

GLUCOSA 1 FOSFATASA,  Se encuentra en la sangre  desfibrinada
que hidroliza fa glueosa 1 Toxtato, Ester de Cori.

HENOSA DIFOSFATASA,  Actin =obre In vlucosa 1, 6 difosfato. Estey
de Horden,

PIRO-FOSEFATASA INORGANICA,

POLL-META FOSFATASA. Fnoda bvadura,

ADENOSIN DIFOSFATASA, Fn dos maseulos,

ASPIRASA,  In das plantas, papa, ete.

NUCLEOSIDO DIFOSEFATASA,  En el higado v en los rinones.

FORPO CRTOLASA, L. Actuasil,

o dn Jeche existe una alealino-fosiatasa tfosfomonoestearasa 1) la
cual activa o desdoblamiento de mono-dsteres oo dcido fosforico, ast co-
mo produce Lransfosforilaciones, La hidrolisis ¢ 0 duter se puede vepro-
soentar de la siguiente manera:

R-PO Na, + H.O ~ o ROU POy Na, + T

<.

enzima

Como se ve durante esta reaceion por cada molécula de éster apavece.
wi ion hidrogono,

La tosfatasa de la leche no sélo actia sobre los ésteres sino que es
capaz de corver el equilibrio de las mezelas de fosfato disddieo e hidvoxido
de sodio,

21 fostato disodico al disolverse en agua se hidroliza v disocin se-
aiin la sipuiente Feneeion:
Y wr T ot -
I\‘zx-»]]l’(),I w10 = - }x‘;_\.]-[l’()q i Na - OH

ES

a fosfatasa corre este equitibrio hacia ki derecha, es decir, prodace un

aumoento de jones hidrogeno.

wn el equilibrio oxisten jones Na' v 0¥ en concentracion ailug-
puesto que ¢f Na O es una base fuerte, ef aumento de fones hidrdgenc.
serin inapreciabie sine liubiera una substancia eapaz de Tipar el NaOH.



En la leche los restos dcidos de la caseina fijan al sodio como ca-
seinato seégun la re: u(mn
Caseina-COOI1 ¢ Na' - OH Caseina-COONa - H.O
v de esta manera puede ser medido el aumento de iones hidropeno,
MODIFICACION DE LA TIONICA
En el presente trabaio se estudiaron tros sistemss -
L Sistema veronal sédico, fosfato fenil disodico que bajo I

aoacceion de la
tosfatasa da iones Fosfato disadico v fones hidirogoeno,

P
! I C.H :

o S < PO Mot H,0 e
(!‘——0 (I:\Csz " _> ! RN

’ ONQ
f +
= c. -
lc o cn, + + Na PO + H
NH —— C=20
SSistema de Fedato disadien o hidedxido de sodio (v mencionadoy,

a0 Sistema de olicerolosiato disodico,

CH, - OH

l

CH —— OH + H0 - —p CH—OH 4 nypo, +HT
} %os%a*’w ! B4

CHy — O-—PO,Na, CH,— OH

CH,—OH

En cada uno de estos sistemas se estudio:
&) La infloencia del pHindcial entve <2y < s
by Lo intlunencin de da coneentracion relativa de In fosfatisa; tomando
como 0t L contenida en Ip leche Presei, v

por dilaciones se levy
aconcentraviones de g0y e

i cada caso er SSTCINR <o mmntuve oy iy e o temperalura eons-
Cante d(. dspvados vose midi) Bevariacion de acider o Demipes conocidos
aupleando o Potenciometro,

Como hwemos di

1

b R o
s Mt odos Boleneiurnet e o o1 seavie,
. seiny

- T T T Sepa . .
val, | Henen ol inconvenisnte di

ea da velocidad de reaccion vamo cons

bas medidas a b Gue fe maodifi-

CEHeRC G da vaelacian de g cidex
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. I POV 1" A AT I 1
a aleaiinidmd, sin emba ernBestie caso ol
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Tadas las medidns se hicieron por quintuplicade, v los resultados
gque aparceen mds adelante en las tablas son promedios de estas cinco
Jecturas; por eso aparecen aproximaciones hasta el centésimo, aunque
¢l aparato s6lo mide décimosn de pH.

APARATOR EMPLEADOS

Se utilizo un Potenciometrs marca Radiometer Copenhague con elec-
trodos de vidrio v calomel

stos olectrodos se introducen en la solucion en estudio que esta
contenida on un Viso que. aoxu ves, seoencientra en un bafo de tempe-
ratura constante.

PUTENTIENETRE Al

Esquema doel aparate.

REACTIVOS
Lo-Para ¢ sistema luminal sodico, fenil disodico se utilizd:
1. U'na seiucién normal de NaO
Uua solucion de veronal fosfato preparveda disolviendo:

fosfato fenil dizddico TR
vironid 597 ore.
agun i necesaria parn aoo mihiitres

1
agrepar unas gotas de clovoformo.

1
&
G0 Una selueion de HOH A Normual,

fato dindicn sosa caustica se unilizér
I Una solucion de fosfato lii sidico con T omoeldcuins de agua, al 2%

0757 milimoles de fosfato per mililitre,
peidn de ;‘ O del sistema anterior.
) Aifi‘z Noermal

T cPava el sistename fostt

4 sehueion contiene |

ool misma s

dstemin de \:Xi«_‘mu»z‘uv:t'ah) s¢ emplede:
' 175
NaH
HO




TECNICA

En el haiio a temperatura constante se coioca la leche, agua v ool
reactivo, cada uno por sepirado.

Cuavdo estas substancias aleanzan b temperatura del bafo (s
erados Centiprados) se toma una eantidad determinada de feche 125 -
15 - 5, mililitros) e mide su ptl v s apr-pa o continuacidm reactive su-
ficiente para tener un voiumen total de so mililitros 5 - V5 - 25 milili-
fros), nuevamente se toma ol pil v se ajusta con o hidroxide de sodio

(NaOID) o el dcido clorhidvieo (11O o nn pil determinads 50« S0 -

B.8), se mantione 4 una witacion constante v ose miide oF pIl oo los 205,
10, 1H ¥ 20 minutos,

Tubyy No, 1 Tubo Noo 2 Tubo Na, n
[eche 25 mil, ihord, St
Reactivos 5 ml. 1y mb 2homl,

Ajuastar al pH deseado.

T
iy

i
Y
h
4




117 RESULTADOS

Los resultados se expresan a continuacion en tres formas diferen-
tos:

LoKa toblus. Fn éstas, se tabulan los rveseltados a los bl estu-
dindos (52 =05 o sxoven ol eaxo del fostate de codio 1.1).

Pava cada pl se estudian Ures concentraciones relativas de fosfa-
tasas oot nhec oy 200 0 en eada une de estos casos en los encabezados
de das volumnas s indica Ly concentracion del ion fosfato del reactivo
agregado expresado en milimoles por litro de sistema completo.

Pava cada coneentracion aparecen dos columnas:

oo B da que se expresan los promedios de cineo lccturas de ph pa-
racada tiempo, la conventracion correspendiente del i6n hidréreno mul-
tiplicado por ol factor 11 con ef objeto de tener mimeros de facil re-
prosentacion,

(l~=Besaltedos en gialicas
Para cada veactivo estudiado se presentan:

oo Ui primers grafica en la que se rvepresentan las concentraciones
de Jones hidroveno contia o tlempo o los pH estudiados.

Yoo -Graficas, Coada una de ollas pm"i un pH oinicial v oon las gque se
grafica ol aumento de concentracion de ion hidrogeno contra tiempo. la
curva ajustada matematicamente v jas Uwui des de ion hidrégeno pro-
ducidas entre cada intervialo de tiempo,

11, -La oxplicacton del ajuste mutemiticvo utilizode con ol desarro-
o completo de dos ejeanplos

v

U pguste mateanttico de fo cnrva es indispensable nara poder eal

T

cular analiticamente o pendiente en ol

Deeordarcmas gue para esta clase de ajuste se procede por tanteo,

13

primer nvtn:i:m_» <1 la grdfiea tende a i recta on cuvo casoe la Tunelon

vomoamx - b

rosenta una curva, seorepite en papa

D
Hruea tiende a la recta, la funcion sova

4
RS SREPC RN '




Si no vesulta linea recta se representan los valores en papel logarit-
mico, ¥ si en dste resulta una linea recta, Ja funcion es del tipo:

v alv)t

Stoestor artificios fallan, lo nuls comin ex supaner que s carva re-
presenta una parte de la parabola v osu ceuseidn general seri:

vy oo o x U O L ot

i oesta ccuncion ¢ problema consiste on eneontirar los valoves de
las constantes. Todavia en el caso de cirvas particulares en las que pue-
da sospecharse que sean funciones croniens diferentes dJe la parvabola, se
hace un ajuste considerandoe cwaten o cines punios de la curva en el
suptesto que I ecuacion genvral sea del tipo:

a (x) o bxy -oev o ds e §

En ol problema peorticular varios antores meneionan o tipo hiper
halico de las acciones cnzintitivas ) por este e senls edn olase de ajuste
Yy osole cuando las desviaciones entre Ja corva sgustada vl corva expe-
rimental eran muy grandes seorecurrid al ajuste paorabiodieo,

Como ejemplo de este trabigo ponemos d continuaeion las operacio:
nes con lax que se obtuvieron lax curvas teoricas de las eraficas 4 v 4

(Caleutos) .

Jijemplo de ajuste parabdlico:

o Co » €t = Cutr g = O

1.62

1 ¢, 2 ¢ 2R ¢4 N
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Kijemplo de un ajuste hiperbolico. Grafica No. 4
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Substrato fosfalo disodico pH inicial 8.2

Feuacion No, 2 DR & IR P iSO RN 1 D R A o

BCUACION DEF LA GHAFICA No. 2 (Ajuste parabélico)
Concentracion de la Fosfalasa a 1000

Substrato tostato disodico ploinicial =0

[euacion Noo o if ARV I GERTN P I S N I

ECUACION DI LA GRAFICA Noo 4 tAjuste eonico)
Substrato Tostato Jdisodico pH inicial s.-

Fduencion Noo 4 1 ATT U RSN -y 2THINY LB b 64

FECUACTON DE LA GRAFICA Noo 5 (Ajuste parabolico)

Substrato fosiata disadien plb indeial ol

Fouacion No, 5 oo aizst IR

La velocidad en ol ovieen ex la derivada de cada una de lag anterio-
IOX ecUaciones, ctadda b

Pava un pil ~2 pewdiente ad i
- b
d ot

Para un plt 55 pendiente d i
— e 0T
d t

Para un pH =8

pendiento d H

ERt

Para un ptt w

et

pendiente d M
e A7

(Vor Tabla Iy Geafiea 1 - 1)

Para obtener las graficas 2, 304 v 5 corvespondionies a la formacidn’

de ion hidrogeno contea tiempo, ¥ para una concentracidn de fosfatasa
100, se Lo vn ol origen, o sen, a tiempo cero fn concentracion de idn
Ios tor o ooy o opartis de oeste punto e cadendnron hns cantidades de
fon hidrogenn dornuudo tanto en ol intervale del Hempo como el ion hi-
drogena total, resullando as? da able T A

(Ver tabla 1= v Geafieas AL LA A O v - Ah

S
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TABLA KNo. 1

Comeentracion rvelativa 1009 5’ G0t ! 207
de fostatasa : i .

Concentracion PO4 IHA R ! 30,5
m.mol it. ‘

D T0c S ¢ 14 T R L T 10 A s

a0 NS TN 815 T8 .L
) RS T B L RO &

0 KOS RS S

T 1

200D ROT L AN2 A8

1T 1

tos

minu

Ticempo en
C
C
L

Coneentracien de promedio de da

Sl NaHPO,.T

HURY]

STemperaturs 380 ()
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La grafica b - 2 se obtiene a partiv de los datos de la Tabia | para
una concentracion de fostatasa al 607,
Seoobser aogue solo paon ol pHode 520y s~ tenen lns onrvas sufi.

ciente regufe rudd, por oso solo ostas dosg se caldeularon metematicamente,
tVer eodadica b2
tVer wabla 1 - By

Las g ticas V- B - L v - B2 se obtienen a partiy de 1a cantidan de
i hadrdeone formade segin los datos de 1z tabla 1B,

o s dos wraficas se efectud tanto o ajuste parabdlico como 2l
ceneral conico. B primero muestra una desviacion relativamente oramde
dee los vadores experimentales, Bl segundo, gjusta east oxactamente purs
fos vidores expevimentales, nenos denteo deoun intervalo de tienmpo gue
et el easo del ptl o =cr vacde 205 minmutos o Lt minntos,

Parva oF pfi de ool intervado va de 2000 miinates a0 Lsh minutos. Los
puntos exporimentales presentin tambien una flexion enbve estos pe-
piodos, lo que paveee ndicar que hay una modificacion en os factores -
ta velocidad de reaccion.

(Ver gntteas W01 v 1-13-2)
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Gratica 1= obtenida u partiv de los datos de Iatabla L presenta ye
gularidad unicamenie para un pil de S22, esta curva Qe da Gniea gue se
ajustd cor los datos de la tabla 120 guedando coma miatestra fa gradica
I-C-1. (Vevr esta vralica).

De Ias grdficas anteriores se deduce gue existen dox pil; s ~K

et

a los cuales I reseeldu sigue nna marcha regular. Ba obaoovafica -1
Se comparan las curvas para un pll de 82 v concentraciones de Tosta
tasa de 1004, 600 v 20% v das curvas para oun pHode s en concentra-
ciones de fostatasa de W voboo en aoprdafica 1 el

(Ver grafica - oy 1-D-2y.
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Substrato de Glicerotostato (Ver Tabla I v grifica [1-1).

oo i gritica de concentracion de fosfatasa de 100% v pH de 5.2 el
ajuste hiperbolico »alo da valores arviba de los quinee minutos v abajo de
los dos minutos: por Esto, se prefivid el ajuste parabolico aunque, come
seove on i grddica, solo es aplicable @ los primeros mitutos.

{Ver Tabla H-A v oaraficas H-A-L H-A20 v TT-A-38).
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tVer grafieas T1-B-1, 1-B-2 v 1B

Come eon el caso ded forvatn disodics aoun pH ode =27 v concentracion

.

gho Toxtatasa o v dos weaficas son completamente atipieis & por ésto

Vi noose uatetaron gl oanalisis matomatico.

(NVer erafican o,

Fon las evddiens siguicnivs e muestran comparativamente la forma-
para Yo, oy boe e festfatasa. Como e ve, uni-

una velecidad suficientemente diferenciada
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FOSKFATO FENIL DISODICO. VERONAL.
Como se muestra en Lt tablic v g Dens sipaientes, con exeepeion (e
100 de fosfatasa v pH o de =22 todas Bis demas curvas ticnen muy pe-

quedi « pendiente por o cuad noose hizo ol anadisis matematico,

(Ver Tabla ML v ogeaficas -y, HE 2 » Ty
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DISCUSION Y CcONCLINIONES

De log tres sistemas estwdiados dicron mejores rosullacos of oiibs-

trato fosfatoe ‘:ismim‘\ voel gheeratos

En el fosfato i el erimen suficients
mente caracteristicas paran un B de by =,

Las  curvas paric FEV v ke e fosTatnsn s
sulares v ocarneteristicns cin camibdo, B vibores son

e
contracton sle fostfatasg de Doy

Fu ool case del f_‘:“(‘v?'“{»u,\i‘ﬂ{{v Y Tt bt Ve o LSRN
nn pllode S0 v oan e osiatasa,
Para un a6t ol Sostatasa tambaon s ohiuvo vnn penane

para un pH ode s

Como en el caso del Tosfate disodicn, ias o - ife
fosfatasa no Jdan evafiens analizables
Do oo o R i
S looantevior Se oconeiuve
1o ——F1 wmdtade medenciometre Talbpeet eyt .
. i L HOOINeLTL O Dilledte eI e s [AEEI 2 ST I P

analitico, midiende b pendisnte et ol oripen,

<3

) A crsdo 1 . . " .
ZooCome suostrate puede cmplearse el fosfate siemipre
que eXista una sebstanes eapan ) aborver of B0 seaiios Foomismio pue
vy ¥ .
de ‘\‘IYI}.\R‘;‘!N (3 "hu redfaninio,
o R T , . .
HoocPara el Tesla disadien o ;5“{"‘ FUPRLEETYE e dle e N BIGYE o1

rofostato de

2.0 S N . " . .
te, - Sobe se obtlenen resultiulos i

ciones moedia v adtas de Tosyatas,

‘ r Brawed I” [REEREE) ';3‘_!\'1'1'4". Xty

do de o pastetrizacun de b decle e

que ol motode ofieinl serual
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