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INTROODUCC 1ON




S» concuoe con el nemdbre de seldabolisg-
mo intermodi{o ol conjunie de recccienes ¢u» en for
sa saswoncial tienon fugar en un organismo vivo ure
cgeluilcr o multicolular, ¥y que sen rogponscbles do
la trangsformec {dn do {as substancies {ageridas a-
productos do omeroaidn (ncluyondo cguallas gqus wié
tizan alguncs do los motebolites foramados para (e
sfntenis do matorfal propie. Cada una do {as rsage-
cloneoa ostd catalizada por una sustanei{a do nalure
teza protof{nica bastanto cspoc{fice para la reae-
cion congidorada y quo 80 conoco con ol memdro &0
enzima.

Reciontemsnto se ha descrite quo aen
un miasme organismo puedon onistir verias protelnes
con la mizma funcidm catalfdicos y a ollas se les -
ha dade of rombro do {sozimas (1) & {scecmzimas (272

En ol suoro humOno 00 ORCUSRLPGR AU~
merosay aotividados onziadtican {3) quo provicsnon-
nocosarfamonio do fon Srgamos on Los guo S0 han -
sintotizadeo dichaan protofnas; aumguo no co ha cele
rede ol roeanfcmoe faticos per 0b guo lao cnzimsg =
gon vortidas a la clrculscidn goeneral, 5o ha demoa.
trade guo on case do enfermodad cumcnta (0 cgfivie

dad do algunao onzimss quo 5o oscuontran oa niovee



da conecentracidn en ol Srgene afectedo. £ste cri-
toric ha side de gran ayuda on el diagnéstico de
algunos padacimlentes (4, 33, 3¢).

La diferonciccidn y caracterizacién -
do las onzimas progentos on ol swvoroe humane Ha re-
cibido gran atcneldn on loo dltimon @aAcs, puos o9
tdgice pomsar guo wna {sozima dotorminada puode -
ser {ndicadera de sy erigen y por lo ftanto aywdarm
al ctlinfce a dotorminar les tojidos losionades eom
un preceose corboso (33-36).

Las {sozimae prosontes on ouars Hanm
gside difarenciadas por diforenties procedimiontog
unc do lop m=fis vsados o8 la electrofordsis an gel
de almiddn (5, 35, 36), (a cremategraffec ean ecolu-
losas modificadas (6), tfenicas inmunogquimicas (7,
28, 37, 32), wso do inhidbidores y activadores { &
29, 30) y stros procedimiontos cinfticon (9, 36-40),

En oota forma oo Ho {ndicads (e emi{g-
tencia do variac doshidrogonasas: (dotioas (710,87)
mftices (771,67,68,43), glucosa=6=7osialican { 92 )
y otras afe. £L Intords ¢am grando do oolo  tomse
ke originado numorosos trabajos ccmoe 90 0bsorva =
por le ?recwoncia con loa quo eparesen publicacie ~

ros al rospooto on {os rovistos enpocilalizadas de



Biogqufmica y Medicima,
En ol Depcirlamendo de Bioquimica el
Hospital de Enformodades de la Nutricidn, por ol
tipe do enformodados guo on el so atleondsmn, ha oné
tido (a {nguiotud do parBicipar acctivamonte en ol
preblsss anteos c2nolenadp; los esfuergzes gquy 850 -
han hechoe han aslde dirigldes fundamentalmondo a
diforengiar lag foozimas do (e foufatass sileaiinag-
progomntos on el sware huyssno y los resultados Hmg=
ta chora obtoaidon han gido objoto do verias cemu-
nicacionos( 13-16). La investigacidn econtinda de
mode gquo on {a aectualidgd hay varios trabajes en
elaboracidn ( 17-15).
La diferongiacién do la fosfatase @l
eali{na revisto importancia em rolacidn a padocimie
tos hepato=biliarcs puopio guo 2o plense gue o oo
yor parto do la onzims prosonts on suoro ot do oré
gen 8scoo y quo 01 oxcrogada por ta bitis ( 20).
Exnioto wng contrevorola acorsa dol =o.
cantemo do olovaei{dn on ta fonfutass alealina guo
se obsorva on onformos con obotruceldn do les vias
biliaron: guidnos afimian guo ol lacremonto 8o do-
be a sobroproduselda hagdtice (29) y otres guo se

por rogurgitocidn do ld fosfatass alecalina oacraic-



da en lc bilis (22). Ademds, la fosfatceas alcalina
do! suvero ectd olevada en precesos QUe Surssn een
una actividaed ostoobidstica aumentada como fractu-
rag (23), tumores 8svos (248), hiportireidicae (25)
y otros.

Ya gue les ifsozimss gsem diforonten co
leculas pretofcas 0o do poncarse quo puwcam diotim
gulrze per ol vse fg preocedimiontos guo afesten su
actividad cetalftice o la arguitoctura misma do (&
motdcute protofoa. En ol proseniteo ostudle zo {nvos
tigd ol ofecto do la tomporciura y ol pH, ya qud
su acai{én so maniflosia do las dos monerc: antes =
menc {opadas (26).

Estudics similares efectuades en for-
ma paralela al quo aquf seo (nforma, eaploraron el
efecte dob pH y la temporditura sobro la voleocidad
adxima y la constanto do Michaolis deo lag (sozimas
de higede y huose (17), les wedificacionos cindti~
cas quo oaiston on las mozelap do las {sozimas pu-
riflcadas y ol ofoecto dol suoro humano (18), asf
como la fosgiblo apticacibn do oston cstudios on db

ferentes casos patoldgicen (15).



GENERAL IDADES




La fosfataea alealine o5 una enzima
de poca especificidad, qua caotalize la hidrdlisle
de los monmodsterss dol doido foaférice (44) do una
gran variedad do swatrates (fonélleos, alconblicesg
azdearos) (43),

Estae sectividad puodo roforirco a des
tipos do roaccionco, e prisorma dol tipe do (8 hi-
drdlialo propiasonte dieha con Liberceidn do deido
fosf8rice, on la pogunda la omnzica SO Comporia 00-
mo una transforaca (46), para transformar ol fosfe
rilo do un oustrato & otre} on esta Cransforoncia-
parece no haber ningln roguarimiento o (iboracién
de energfe. Estas dos reaccienes pueden rosumirse
de le manora siguiento:

RO=-PO3Hy ¢ Hag0 ——mp=m H3PO, o R=-OH (1)
RO=POgliy o AI1~QN ~——=im= R-OH ¢ R-0PC3 Ky (2)
€n roalidad la rocccidn (9) es un ca=-
so ospoaial do ta roaccidn (2). “lm viirs®, ia ap-
dicion do la actividad do la onzicm so roalize por
procedimiontos bacades on la pcaceldn (1); sim om-
barge, o5 probableo quo embao roaceelencs go verifi-
quon siaultddcamanto, con diforonto velocidad, en
todas tas cflulen dol organicmo, con reiacidnm @

los dictinton acopioros y donadoron dol fesforiic.



Otro factor importante es 2! pH (Atre
cefular,

En efacto, cuando so trabsja con cind
tica ordon core, como os wsuarl on ol leboreterie ,
el pMH es do 9-90 con paquodes variaclieros sogdn of
sustrate utilizade. No oboltanto, os prebable guo -
en la e¢blula {ntogra lao foaeelonos sean do prico,
ordem, ya que 08 sustrafo, o8 on Quy poeds ocagio=
nes podrfa ponsarse fuora suficionto para ssiurar
la protofna. So ha domontrado guo onm ostas Gltimas
condicienos ot pil Sptime os muy diferonte, y corca
no o lgual al fisioldgico {(47). Cuando ol suwstrate
se aproxims a le saturacidn, eon decir, cuando tens.
mog una reaccidn cindtica 955 Peore® y 9% do pri-
mer ordon, ol pH 8ptimo ostd por dedajo, pere cere
canc @ 9 ol las condiclozon caporimentalcs % in vi
tro” so modifican do mode quo la roacelén sea da
5% ordon Ycoro¥ y 955 do primor orden, ol pi o2 &o
7.4, Dabo {rmaglnaraoo guo oste 0o Lo guo sucodo
cuande so habla do ies procoscsn bioldgieon ¥ In vé
vo®, te quo ouaplicarfa ol porguo ¢o la vdilicad
de la dotormmimacidn do las enzimes, quo cemo la(s)
fosfatasa(s) alecliina(o) y deida(s) actlun a un

pil muy distinteo dotl fisioldgico.



Los mftodos histoquimicos (48,49) de-
muestran mayor actividad de fosfatasa alcalina en
el hfgado, @ pHs cercanos al nivel fisiolégice -
humano. Como consccuomcia, 2 probable gue la actéd
vidad catalftica do la foofataca alcalina so puada
explicar a ¢ravds do le formacidnm do un ceaplojo -
enzima~foofalo con capacidad do domar ol grupe foo
forilo @ diforoatos swsirates de acuerdo con [L-¥]
condicie=os,

No co ma dilucidado todavia ol papel
qua en la eotructurae dol contro ectivo tonga el
magnesfo v otros @ztalos divalentos, nf ol mecanis
mo por ol cuai ol cianuro y ctrag substancieas catic
logadas como inhidbidoras actuarfan sobre la forma-
clon dol complojo enzima-gustrato. Probablomonte -
el papal de la fesfatasa alcalira pucda oaplicerse
me jor on funcidn do la roaccidn(2), ya indicada.

So ha viste, por ojompleo, guo la foo=-
fetasa alealins do origom {ntostimal {50-59) auman
ta notablomonto on la ecirculacidn (infdiics, prove
niento dol intocolino durento ol procose do  apgor=
clon do alicontos; la fosfatace aleslina on oRSO S
tal voz dosompofio ciorte papol om la fooforilacidn

de ardcaros y otras substanciss omn ou p28o @ trma-



veg de muccea (mteatinal.

En ol padocimiento cengénito conceldo
core “gluseosuria familiiar renal®, la glucosurie pe-
dria expilecarse sl z0 pienes en ol pepol gua le
foefatuga clealina Songa on ©l precose do roabaor-
clon do glucose a nivel dol tdbulo moaal (82).

te Yogvataca alealiina, por otra parte
tione wuna Juncidn {aportamto om ol prococe do oaf-
ficaeion dol osguolote (53). Eatoncos, texbida ia
rececidn (2) cotarfa =do do ceuvordo con 0l confune
to do 7onlmones quo 8 roaceldn(i). En osto proce=
8o g0 aupond gud (a engil=sn secrotaede por ol osfod-
blagto hidroilige los fateres doi deido foofdrico -
de diferntos czdeares producionde asf fosfate g,i-
cdlcico, que por insolubilidad precipitarfc cobre
la motoria ergdnice dol osquoloto.

Es un hocho bidn conscido qwo fa dni-
ea vfa do onerosién do la fosfatacas clealing as a
travds do vlas bitlaron; osto oo ha domeostrade (n=-
yeectendo diforontos eantidados do la protoflna y ro
cuperdndolan on bitio on una proporeiln do 95%(56)

€omo ya oo comelond emntoo, vorios ér=
ganes son ospgocialmonte rices on acotividad do fos~

fatasa clealina; no obstanto, su contribusidn a



tos niveles 2dricos no es proporcicnal a {es acti-
vidades relativas a nivei do (os distintos Srgance
para tratar do diducidar ol problowma dol! origeom €e
te enzimz on ol swero oo han wsado eftedos distin-
tos, co=o 90 compronde, (os roswitadss haa séde
contradictorios y miontrus unos {(avostigaderos HE®
ponsade on (e oxnistonecla do varfas Jonfadocag, o=
tros hamn dosechade tal posibilidad.
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Se purificaron las enzimas do un higo
do y de un tumor maligno de hwese (ostecsarcoma).-
En le que 20 Foflore al primer drganc se teveo la
seguridad do gue la paciento @ la guo so le practs
cé (a autopsia mo prosontada aingdn padocimicnte -
dol &rgamo, le eausa do la muorto fud homorragla
aguda.

$2 tomd esta procausidn con ol Ffa de
ostar razenablesonto ciortes do guo la onziea purd
ficada ora {a corroopondionto @ tojide normal. Por
supuesto gud on ©f case Jol ostocsarcona Ao oo fie.
no ninguna seguridad gue ie enzima purificada co-
rresponda al tejide Ssee normzi, sin osbargo, s
precedif on onia for=a por ol Hocho do qua ol tu-
sor ropresenta wae situacidm exirema do actividad-
osteobldatica aumontads y os on ciorta formsa pro-
badle quo ol {neromonto on fonfatasa alcalina gquo
se vo on cota condicibn, tanto on tojido noopldsi-
co, coiv A ouoro, COPPOOpeREo a la oazica quo nom
salmonto so oncuontra on huoso. Adondo, on {os oge-
tucioo hochoo por otroc cutoros 0o utilfzd ol mis-
mo tipo do Guzor y por lo tanto oxicte la posibild
dad do poder comparar auvontred rosultados con (o8

datoo obtoni{doo antoriorsantc.




El procedimiento Jo purificaciédn dos-
criteo por Sohiamowitx y colaboradores (S) consis -
tis en :

H1GADD

.- &L hfgado guo posabe 7908 g. se
tomd inmodiatamonto despuds do oxtirmpado y se pea
fundid con agua dostilada frfia, Haota guo so elimé
no e mayor parte do la osangro el legfic vaseswlarm,

esta maniobra go Hizo o travds de la voma porta y
de ctros vasos on la cara {nforior dol drgame.

_ 8. S0 hemogonoizs of hfgade om wna
ticucdors con un voluson o agua y un volanen ga
aelecokol; se agrogf al homogensizado wn volumen -
gual de una mozcla de acetado do etileo y toluwenme (
1:1).

3o= $0 ajustd ol pH a 6.9,

4.~ El homogoncizade so dojd on auto-
tisis cwatro dfas y modle a temporalturs ambiente,
el méiodo originad roccmiocnea tras d¥as.

Sow Lo proparasids co conterifugl a

18 CCD 8 Juramto 20 minuios a una tomparaturs ‘e

§%¢, soparande Jo oota sanore oo nécioon, las ef-

lulcs complotas y las mombranas.




6.~ At sobronadante a 10°C se (e ajus
to el pHN con dcide acétice glacial a 4.6.

7.- & doj§ roposar une hora @ -168°C.

8.~ 8o contrifugd durante 715 minutos-
a 2 500 6 a 5°C y 2! sobronadamio so tratd cem ote
nol ebsoluts { 9.946 volu=ores).

9, - 58 sodimonto vo gopard aAvovamonte
por centrifugacibdn on frfo y oo lavd uss vez eds =
con otamol. %

70, = Jo liofilind y ol polve rosiduai~
se cromatograflid con di-oti{li-amino-otil-celulosal
DEAE-Colulenn); en lap siguientos condieclonas:

4.~ So poseren 25 g. do BEAf-celuwleosa

b.- S suspondid on agua suflclemnte ,
mezc ldndose porfectasonto bicm con un agltader mo-
canico dJuranto 18 minutos, I(nmodiatemunte despuds-
go contrifugd a ¥ 200 O durante 10 minutes y se do
cantf, ocota oporacién go hize €¢ros vocos.

g.= Una voz doecantada oo lo egrogld um
voluman do wung ooluzidn 0.3 & Jo foofato mancaldi-
co, g0 mozcld porfoctamonto con of agitador meednd
¢o durante 75 minuios, 9o conir{ifugld o 7 200 6 du-
rante 70 minutos y so decontd, vslo 50 hizge ¢res -

voQa 8o



d.- 89 le agregd a (e caelulosa ya de~
cantada euficlente Midréxido do sodic 0.5 N y se
mezcié com ol agltador maednico durante 715 minutos
eontrifugando ¢ 1 200 8 durante 10 minutes.

0.~ S0 lavl tros vocos som aguna.

fo= So 8o adiciond ua veoluzom do wna-
mozcla alcohol-btor 7:7 tosclende eom ol agltudor=
meednico duranto 75 minutos y so eomtrifugd O mi-
nrutos @ 7 262 8, oote oporeaidn so higo Cros vecos

Jo= $o agrogd agua com un gl cntre 8
y 9 ( wste pi go obtiono egrogende hidrlnldo do so
dioj.

he= Firailmonto so Lo puso un {itro do
una solucidnm 0,01 & do foofate disdfice com un pH
entre 8 y B, esto se higo dos veaes y finalconte =
se ompacd una solumna do vidrie do 13 e do didmo=~
tro (ntorior y 880 & do sldurd.

La columna so ocsaced o prosidn ( 200
s de morsuriol), wune voz momltado oo (motald on ol
evarto frlo (6°9€), on ol cual {63 a ootse Raoda ol
tédrailnoe do ta purificacidn; oo Gavd la columnc cea
100 @i, do asortiguader de fosfatos, {ampdictamon
te dospuds so agregd ia muostra llefilizada y pess
da (0.269 g.), 60 corrid un gradiente hiporddiiceo~
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de fosfatos( fosfato monosddice 0.3 M y fosfate db
s8dice 0.01 M), eompleando un eistema do tros matre
ces Erlenmayer comuni{cadeos entre of por el fonde
cen prosién e alro uniforms en (08 tros.

S0 rocoloctaren fracclunss do 9 eil, -
medianto un coloctor do 7rascionos cutesdtice, por
le culuzna so pasaren E00 of do gmadionto de fesfe
toe ( figura 7).

8o las {racecicnos rosologtadan po fo=
of ol pK cads 10 Cubos y una mwosters do 0.5 @i pa-
re doternincsibn do /8sfore tnorgdmiceo; cogdm  se
{dan rocolectende las 7racgel{encs se dializaban ea
boisas do colofdn contre un amertiguador do acetc-
20(0.08 89)= clorure do cedio(C.9 M) con un pi do -
7.2, cambidndoso ol ({guido do didlinio cada 2 ¢ 2
horas, cuafro voces y dojande dielizar una Glelmsa«
voz durante 8 horas, al 88rmino do osto tlompe o6
vaciaron dao bolsas on Cubos diferontos guarddndo-
go bidn tapades y o 6°¢ haote of memoato do weilfe
BGréos.

Una voz torminade la crematograffe go
regenerd la soluwna, sigulonde auovamonte los {nal
808 @ al h; guadbndo de oste munera llste pare em=-

plearse o¢ra voa.
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HUE SO

T.- El tumor obtenido fue un ostecsan
coma del terci{o sugerier de la rodilla inzodicitame
te despuds do la aseputacién, se quitarom las par-
teg blandas y so roscco la parte tumorcl blanda so
pardndole del tojido Ssoce. 70 g. do osto tojide so
homogenoizaron on agua dostilada frfa, uetilizdndo-
primore un moline para triturar ol tojide y poste-
riormonte wna llcuadora. Le homogonmizacidn ose hizd
cen cuatro volumanes do agua, al volumon final (
332 mi.) se lo ayregd 1 mi. de eclerocforme.

2.~ 30 dejé roposar o! homogeneizado-
a temperatura ambionte durante 468 horaa.

4 3.~ So separd el sobrenadamio por cem
trifugacidn en frlo y so diatizd duranto 72 horas-
contra 2 litros do agua dostilada fria, osta s -
camdi8 una vez a las 12 horas, 5o higo «sta didli~
sis en ot cuarte friol 4°C.)

bo= So tiofilisé ta proparacidn obto-
nida dospulo do ta didlisio, uvna porcidn dol (lofé
t{zado so cromategrafid on DEAE-Coluloss siguiende
la secuoncia do purificaci(dn ya sofiasladas on higado
a8 enzimas purificades han sorvide -

tambidn pora otroos ootudios oaporimontalos (17-19)



RESULTADOS



La actividad de (a fosfatasa alcalina
80 determiné mediante dos procedimientos: el doa-
crito por Bessey Lowry y Broock(26) que ge basa en
ol cuanteo dol fesfato do p-nitro-fenil a 615 my -
como susérate., So hize la modiflecacidn do (acrosmem
tar la conceontracidn do hidrdxido do sodie, guo oce
usa para dotonor la roaccidn,hasts 0.2 ¥ puosto -
que lae acensejada por los autoros (0.05 M) 30 on-
contro guo me ara suficionto, adomds so sumonto la
eoncentracidn doi esortigucador vsado hasta gsor @
66 M on ol sistemu, puosto quo so observd que com
centracionos soanrss no mantenian el ph durante el
curse de (g roaccién.

£{ segundo procedimiento es el de Bo-
dansky(27) quo usa =glicercfosfateo como sustrato-
y determina f&sfore inorgdnico liberaeds per un pre
cedimionto goloriadirico.

Fara ajustar ol pH dol modio do le -
receciln co utitizd amertiguador glicina~-hidréunido
de sodio (0.2 £1) guo tiomo un pK do 9.78, ol iatom
valo oxplorade fuc do 8.6 a 70.65 unldadon do pH
on la mayor parto do i{eos omporimontos. S0 ounplora=-
ron variac{enos ontro {es puntos oaporimontalos de
0.2 a 0.3 unidados do pH. Slompro so tuve la certe
za do quo ol pil se mantuve a trmavla dol poridde do

{ngubaoidn.
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El tiompo de i{ncubacidn no fuo constas
te, sinc que las lecturas al fotecolorfmotro se hi-
cleron cuande so habfe desarrollado color & ums de
sidad Sptica do 0.95 , algunas veses el color pe =
desarrolid on uvn minute, oftras so roguirioreon veim
te o ada.

Eotudion proliminaros(96) cobro oata-
bilided onzicftica hadbidn {ndicade guo soele ere -
convonionto coporar ol tlcopeo nocosario pare obte-
nom buors gonsibllidad.

La roaceidn so dotonfa por adiecidn de
solusidn do hidréuide do sedio; so puode hecor (a
correccién adssuade axdicntos ecurvas de progrogo -
trazadoe con cantidados crociontesn de susﬂraee;

Zp dofine como agtividad capacifica~
el aduare do alero-felos do producto liboradas en
ura hora, por mitigrame do pretoflna.

So ostudid ol ofocto da le tomporatua
sobre la activivad do dao onzimaso @ diforontos va-
lores do pl entos y dospufs do sor crematografdiada
en DEAE-Coluleca; la variacidn do tomporatura fuo
do 17.6° a 38.5°C y ol intervalo do pH fuc do 8.4

a 70.8.
Taesb{dn se estudid la dosmoturaliza-
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clon do las enmzisas & temperaturas qgue oscilaron -
entre 619 y 25°C., Parc el primer tipe do estudios’
ol sistemn complote do (mcubacidn se ejwstd @ te
temporatura doseada y on ostas condieieonscs se efes
tud la roocaldn onzizftica, ol tiompo do {mcubzci&m
vari8 ontro 2 y 30 minutes de acuerdo con g csta-
bilicad do (e onzima o distintos valeros do pH{716)

Parc los ootudios do dosraturalizacié
se pro=incubd le enzima @ la tompeoratura {ndicada=~
durante S mirutos, te enfrid rdpidaconto y so ajue
¢d @ lao condicioncs do insudbasidn {(adisacas.

g1 tersostato ussdo en {os bades de
ineubacidn mantiono fa tomporatura doseacda sin nip
guna varieci{én eprociablo on un tormdémetro quo tie

ne unc oseala do 0 @ 10936 con divisionos &e 0.5°C



Di1sCUsSt!toN



El aumonto de (e actividad sobre (¢ -
veloc{dad mdxima do las enzimas do higade y hueso-
a diferentes grades de ccidéz se observa on las
flguren 2,3 y 4, ol {noromonte on eetividad ea pro
porclonal al de da tomporatura. B2 do notarse gquo
para la sayor parto do fas ecurvas oaigte wun ph Ep-
tlmo 70.2 { ¢ilguran $5,6,7).

83 aguordo cem la cevacidn do Arrho -
nfug 20 bharm 8razade (os datos on (@ 7orsB QHPFOLB-
da en dao ﬁigw%go 8,2,70 do dondo 80 pucco obloresr
la snorgfe do aetivacidn ¢ partir dol sogmonte roc
to de las linsas omcomtradas. El edlicule ca (72
energfa cdo astivecidn se hace wvtilirando la sigule

te férmulas

v

2 . ONa o RT
log -

vy 2.3030 Ty - T4

A#a o 2.3038(poadionte) - BY
on donde:?
V? y Va o voleaicadoo ongcontradas a (s
temporaturas absoclutas Tg y ¥y
Lka o onorgla do acetivacidn
R o constanto do loo gagos
RT.= 2o ha apromximade 6 wn valer do 60D

calorfas para todos los caccs (36).
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Les vaiores de .. Ha ge encuantran con-
signados en la tabla 7 y on la figura 71,

EL efesio de (o temperatura sebre (@
desnaturclizaaidn ¢do las onzimas se aprecia en la
figura 12 y on la g¢abdla 2.

Ea aparonto la conor establilidad do
te onziea Gsoa y ademfls qun la foofataca alealina~
de hfg@d@ antos cdo pacasr por la columna doeae eod
des pondiontos cloramento distinguiblosn (7lgura 178)
la primora con wna vide modie ~ § minuton( ¢ 7/2)
y la sogunda con una vida modl do 27.5 miautes.

€] p¥ no afocte ¢i1 NGRS rolative on
que 8o dosnaturalizan (ao {gozienms estudiadas, (o
quo se obgerve oa le figura 13 on (a quo oo fdus -
¢ran lap volosidados rosidusios on rolacién e la
orl{ginai dospula do socoterlias @ wuna tomporalurad =
de G4.5°C duranto § @inutoo.

Lo onorgla do convorsién (Aka) do las
fsoziman do higado y huooo 90 ebsrvan or {a ?{gura
14, So dofimo cecz=9 snorgfs €0 convorsidn la onere

gile do activacidn dol sfgulonto procose:

Enzgima na g {ve o222 Engima desnaturalizada
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T AB L AT ENERGIA DE ACTIVACION

Enzima |Columna pH Hia ealftiol
K A 8.4 9 150
# A ©.253 § 700
bos 4 8.68 7 6GD
I a 70,90 7 &80
H o 9.68 G 650
o a 8,40 8 9120
1+ A 8, 70 8 6580
4] A 8. 98 7 839
0 A 8.32 6 260
o] A 9.68 8 630
o] A 9.94 6 270
4] A 70, 228 7 040
o A 0. 80 7 040
o o 8. 40 78 689
(] e} 8,70 99 780
0 o 8,96 74 800
o 8 9.32 16 380
© o 9.65 76 G099
(] o 9,84 i3 9GO
o [#] 90, 228 72 600
(¢ o 70. 50 12 850
H o higade
0 o Huooeg
A = anten de paser por (6 columng
O = despufs do pasar per la eelumna



£t lncremente en le veloclsdad do unz
reacc{dn cstalizada por uvna onzima al elevar tla

temperature del modio deo {noubaeidn, obedece funds
montalmente a varfacidn en dos factoros doterainrss
tee: por una parte aumomte la energfe clnftica de
las entdoculas y aumonta consoccuontcmonte ol adooreo
de predabilidados do guo bas cotfoulas do onziema y
sustrato choquon oatero of, al hadbor ehogquo  omtro
las moldaules seo ofoctdén fa roseallm; por otra pas
te, ol auzonte ¢o (e tooporatura coasiens modifice
clonos on ob contonldeo onorgftico dot somplojo an=
tiveo enzloa-sustrate, do oodo gud er posible qgue
go faciiite la tramnsformselén a lop productos de
la reaocidn.

A los difcrentos do piN @ guo ge (rabe
J&, 8o oboervd {gual aumonto on la volosicad do la
recceidn, o ezprosado en otra forms, pars ol ease
do las loozimas do fosfataca alealina do hfgade y
do hucooe ol pfl afccta peso & la enorgfc do activa=
clon, la cual oo dot misme ordon do cagallud y ale
rededor do G G080 a O CDO eat/Mol. para (O onzics
de hfgade antos co eresatografidria y do 6 600 @
8 8500 cal/ftob. parc la onzima do hwose on laa &8 pe
maa condicionds.

Es por domfo intoresante oboorver que

la enorgfa do convoraidn, tanto para leo onzica 6=



ésea cemo pare la enzima hepdtica, aumenta una vez
que la protelre ha sido crematoprafidda en DEAL -
Colulosa. Es8to constituye una oboorvasidn constan=
te para le primara y adn guo para (G sogunda hay -
solo uwp punte oaporicomtal ou suficionto para este
bisecor guo fa diforoncie os cas! dosprosiablo. Pue
de suponorso quo ol pace a travdo do e  colubosn
medifieaso ha-e guo las Foafarasas aligalinzsg ge e
paren do otraa protofmas @ lan quo Jobonm ostar unb
das con ofp o monog firmoza y guo por tanto adguie
ran al geodar '{bros cde olias carccidrus cindticos
diferentos.

£ata munera de pensar encuontra mayor
justificecién of se anclizan los dates do la flgu=-
ra 12 en la guo so oboorva quo (6 dosraturalizasi&
de lac fsoziman por ofecio dol ecalontamionto a@ 6?°
stigue una eindtica do primor ordon quo pundy ser
enpresada en la asiguionto ocwacidn:

dan on dendo
TR

x @ cantidad do onzima

t ¢ tiompo

k @ constante de dosnaturalizacilm



Une vex que ha sldo intsgrada y econver
tida de log natural @ {og de base 10. E£sta ecvacil
puere sor exprosada:

log # @ k¢t ¢ o

Por tante sl se grafica logaritms do
{a veloaidad rosidus! cemntra ol tiempo do ealentaw
mionte do la onzica so obtieomon limsas rocéas guw
ya pendiontec o5 una caprosién do la econstaente do
desnaturc tizaeid, Puodo ebsorvarse en la 7igura -
12 y tabla 2 guo le onzica do higado purificada am
ter do ser cromalografidds decao al principio ~dpt
damente con uma vida wmodia do 3 minutes y sébite -~
mento @ los 7 @inutes so dosraturalize on forma =
mis tenta tenidndo una vide modia do 27.5 minutess

Esto valor os comparabdle a le rapidds
con gquo 8o degnaturaliza e onzima dospuls do sor
cromatograficca, (a cwal tiono una vida madia do =
23.7 y 19,8 minutes.

Lo antorior sugloro guo ol semotor la
enzics a olovaca tomporstura haeo guo 80 digscelo =
de alguna protofana quo ta haefa dosaos om formsa
mds rdpida y quo oota separacidn tembidn so logre

en la eromatograifs de {ntorcambie idnics.



Para (e enzima do huago ne se obgerc
va el fendmeno anterior & pesar de que como 8o Ma
sefa lado antes o8 probadle qua la crematogradia o-
casfone teamdidn osu discciacidn do oimss protolnras,
la vida modia do {a omzica do huoose anios do 8o,
cromategrafides os do 9,35 minutes y doopuls dol -
precedimfonto di§ valoros do 9.38 y 10,4 oinutos =
para des ozporicontos diforonitos.

Es {mtorosanto obsorvar guo ia vida -
radia do la feofadaca alealina dol suorse normad -
fve de 70.7 sinutes, o see semojento @ lo observe
de pare ol capo do ie onzima de huose, io gue sy-
glere que ogta {segisze so oncuontra posibleconto -
en mayor proporeidém quo las otras.

8o todas forsms oa biln eparonto guwe
la engies fsoa o8 conos roslistonte guo (e hopdilca
a la aseldn doonaturalizanto do la temporaturs ole
vade y guo ogta diforcnelac puade sor agprovoshsablio-
para dilucicdar o proporcidn 0 qQud 80 CACUONLFGN-
las (goz3imoo on ol sworoe, tante do osufolos PErEld =
loe como do paclontos. Eotudics simuitdnoos al que

aquf oo informa han demestrade quo osto os el case

(168-99).



Lo anterifor nocesariamente so rofloje
en los valores obtenidos para (a eonergfa do convenm
slon seglm so aprocia en lo tabla 3; pueds apr@e(é&
80 que Rkay um combio omntre lon vdlores do La enere
gle do conversiln do (as ongicas antos y doscpubs -
do sor cressiegraridoce o cusl oo temdidn sugerem
to do la oafstonsia do um agreogeade do g onrgims -
con etros protafnas do i(Gs quo oo sopase af sowm -

terso el procodimionte do purificaci{fn (adicads.



TABL A2 ODESNATURAL IZACION

&n- N ¢ 1/2
. A 8 -

zimaf Ao ¢ o/Ag 4egﬁ°/g sin.d & &inz ein
M 9

O"? 2- i‘?’@ 00 5@ 20 65@ °o 626 7 O. ng 8
%

8=78l 0.75| 0.60 | 1. 280 0,084 7 0.0322 89+ 8
[r]

0—95 ga% ?9 3? 99 555 @o ?93 ?5 009292 339?
4] .60 2,38 | 9.650 0,228 |95 0,035 §8. 8
oA 2,986 0,871 | 2.640| 0,022 | 93 Q. 678 2,8
CD 168, 70127.96 | .080) 0. ¢846 |79 8. 076 2,3
&D 8.08) 9.48 | 28.730] 0,636 | 9§ Q. 0867 €
e 1 $.7 0.60 ] 2.8710) 0,469 | 718 0.06868 70,9

& o suoro porsal

TABLADI ENERGIA DE CONVERSION

£nzizs | Culemna pb! Adlz catfils}
[ A . 65 7 26@
H @ 90 65 4 5@@
o ﬁ 90 65 @ ,3@@
o D 9,68 75 £80 .




GONCLUSIONES
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1.~ £l pH no afecte la enorgla de ac-
tivac(dn de ninguna do lae dos isozimas.

2-“

La srergfa do convorsidn aumonta~

para le {soziem Ssos Gespuds do la eremstegraffa,

3.~
fsoxima hopdiica
y despufe do sor
4. -
calipa do! swore
to de {3 {goaiea
8, -

La onorgla do comvorsidn do ia
g0 coatforo casi constanto antos-
erozatogradidaa.

ta vidas codia do la foofatasa al-
rorzal ootabloce guo g moyor pes
proscnto on &l op do erigon Saoe.

Le diferencia guo g9 aprocia on

le dosncturalicaeidn do tas {sozimas Ssca y hepdtd

es puodo cor aprovoshada para establecor la preopes

cfon on guo 5o omcuontran procentos temie on swere

ncreal, como on swvere do enfermog.
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