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NUEVAS APORTACIONES SOBRE MODERLOS DE FOSVATASA
DIALISIS DE 1A FOSFATASA RENAL

El estudic presente fuf iniciade eomo una continuaeién
de los que venfan realizéndese en este laboraterie sedre Ny
deles de Yosfatasa y en ¢l aspecte de prodvar la influeneia
que oobre les hasta aquf reeconceidos podfan ejercer divere
sas sustanciae.

B eritorio en la eleceién de éstes hadri de estar er
escoger precisemente agudles que sobre la fesfatasa mism
Rabfan probede en meyor ¢ menor grado su aetividad, Asf deg
tacaban inmediataments dos posidilidades de estudiel ggaién
de iones petflices y assifn de aminedoidos, diferenciande -
aquf la individual de éstes y la de les mismos eon les ienes
del primer grupe de experiencias,

lea orientasién que en cada uno de les casos se ha segyl |
de va reflejada en la perte telriea sorrespondientes pero «
sin rupturs de la 1fnea rectera del trabajo, hude que inter
ealar en 61 una serie de experiencias sobre la fosfatasa rg
nal, por haver sido hechas hasta squ{ solamente sobre ls de
origen éseo, y ser do interés conocer su comportamiente prg
cisamente e¢on las mismas sustancias que hadirmos de emplear

después junto a les modelos,



«2e

la imprecisidn de les resultades y la erftica comparads
de 1o eongeguido hasta aquf en la caraeterissecién de cofep -
mentos (Dehidrasae, earboxilasas, etc.), respecto de las in-
vestigaeiones sobrs Nodeles, mos asonsejan en este punto de
12 lador, dirigir mestra atenecién preferente hasia ol posie
ble andlisis del prepic fermente (Piflistis ds la fosfatass)s
eomo medio mejor de ir despufs, sin empirismes, s la creadfn
de modeles que puedan adsptarse mejor s la realidad, Egte o}
Jetive se empiesa a oumplir en la tereera perte ds la Tasis,
cuya divieidn en les trees apartados siguientes queda Justifi
sada en lo que precedet
le= Acoién de fones metflicos eodre modeles de fosfata~
s,
2.« Agcién de amincdcidos, soles y con iones metflices,
sebre modeles de fosfatass.

3.~ Diflinis de¢ la fosfatass remal,
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« PARTE TRORICA «

En la obtenoidn de modelos de esterasa de los que lap
fosfatasas son un caso particular, hebfa de conmiderarse «
Jjunto al grupo sleohélice el grupec amine, que intervendrim
coms catalisadores en la hidrolisis de unhhtcr segun ¢l of

quems siguiente!
R~CO'0O-CH,=R+H,;N=-X —» R=CO-NHX + R-CH,0H
R~CO- NHX *+ HOH — R -COOH + NHyX
R-C0'0-CH,~R+HOX— R=-C0O'0OX +R~-CH,0OH

R-CO'0OX + HOH > R-COOH + XOH

Y traténdose de esteres fosféricos en ol case de catas
1isadores con funciln aloehélica y anfnicas

OH /OH
R—CH ~0~P =0 =+ H,NX—= R-CH,0H +X:NH=-P =0
on NoH
_-OH _OH
X NH=P=0 <+ HOH -—rX~N’H7_+Ho—P=o
oH Son
_OH _~OH
R=-CHy =0 =P =0 + HOX = R-CH,OH+ X'0—=P =0
OH OH
‘/OH /OH

X-0=~P =0 <+ HOH —» XOH + HO=P =0
OH o



La elecoién de los grupes ~OH y -NH; como agrupamien-

toe inioialmente aotivos se justifica plenamente en les trp
bajos do Lora y Begovia (1) y lera y Tallads (2),

Coinciden estas predicciones telriess eon resultados -
sbtenides sn experiencias de inhidieién en fosfatasas de d4f
versos orfgenes (intestine, hueso, rifién eto.).

Delerz y King (3) asignan a la ensims un carfeter de -
base débil, amina aromftica o aminofeide, y Gould (4) enemp
tra insetivaciones por cetsmas, CgEgNCO, NOoN y HCHD, 1o que
indiecs la necesidad de un grupo amino, posidlemente de 1inj |
na, y aun la existencia de ~OH fendlico lidre. FPesteriormeg
te Baceari y Aurieehio (5),(8), cstudian tambiém la importsp
cia de los grupes -NE; libres en la seceién de la fosfatasa
fcidas tratando el ehzima con NOpH, GHoO0 y CgHgBCO y dialie
gande posteriorments Lomprueban qie aun en ls escala sleali
na la foefatasa se inhide por la ausencia ée -XHp 1lidres,

Reche, ¥, van Theai y Roger (7) desoriben la insetive-

(1) Anal,de Fis,y Quim, 39, 382, 1943,
(2).= Anal.de Pig.y Quin, 41, 818, 1945,
(3)ee Blooh.J. 37, 547, 1934,

(4)s= JoPiol,Chem, 156, 365, 1944,

(5)e= Pol.Boc.ital,Biol.sper,22.559, 1946,
(6)e= Bol,Boc.ital,Blol.sper.22, 49, 1946,
(7)s~ Biochim,Biophys. Acta 1, 61, 1947,
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eién de fosfatasa slealina do imtestines s pE &,8 eon flwe-
yuros, fosfatos ¥y pirofosfatesy sin que nhtmnm
ses reactiveds eon slanime o hidrixide de magnesio, pere i
1s enzima os primersnente incubads oon alanime o os fmset)
vada eon ¢l tratamientes per cuslauiers de estas sales siomm
de de preomuir que ls alanine s¢ coubine eon ¢) ensismg o -
tal marers que bdloquea los grupes sobwe 10e que setwen o -
tas 2ales, } .

les grupos «5H paresen temer gran influencis en mmtbes

foufatasas, on espesial hexosafosfatasas y pirofosfatases «

(1)y yo aue se inhidem por resetives 4o} grupe sulfhidrile
y por beids apofrdice, |

~ 84n embarge, ee 40 lhaser constar que frecuentements un
mismo efecter ve eomports de maners diferemte seglin 1a v o
riedad do fosfatssa (2)) anf ¢} formcldedide ejeres ou mixi
ms influeneis inhididors en la fosfatass eritrseitioa (3) «
que por el eontrario vo se alters en pressncia do tartmate
(4)s Ba da destacar ssfmisne que wns miews sustanets sotwag
de sobre 1déntics fosfatsss puede jerser seoién astivaders
o inhibidors dependiende de lan condiefenes sxperimentales
de ooncentraeidn, nuturaless del n‘bitui&. tiempo & u -

(1= B Yaleh y O, Valed, Nature 161, 976, 3945,
(2).- VoX, Namel, Aut, Rew, 98, 423, 1946,

(3).- AvuleFadl y King, 7o Olin. Math, 1, 80, 1948,
(4)e- AbulePalé y King, Blochem, 7, 42, 20, 3048,

P



drolints, ote,

Ya langendek (1) wtilizé cuerpos distintes eon grupes
«0X on 1s ecarseterizacifn de wedeles de estereses sodre g
tirato de metile, Empleando les mismos medeles ¥y eperends
sebre glicerofeafate afdies se sncuentras los valeres nfs
sltos on ¢l naftoilecarbinel eon un 6,6 £ de fésfore Midrg
sede (2), |

Respects de los grupsa oip, Lora y Talleds sem lse =
primeros on estudisr su faneién eome grupo setive de medes
1ss de fosfatags ensaysndo sl eomportamients de smimes gry
ss8y y sronftions y deapufe astivasionss per les grupes 0
y G008, os deciy, amincestenss y aninefcidos, encontrands
we soeifn entalftien 46b11 sotye la hidrolieis de les és-
teres fosférices en la \weaninoceestefensna y les £2idos oe
y peoninobenséicen,

Con o) mismo eriteric somprobames sgui, sienfs, &M«
les efesios en 1a seeifn de) écide nicotfinies y de 1a ade»

Einas compuerte este fltime en o) que s¢ dan Juntaments en
un mécles de piridina (amina terciaris) grupos oxtmetfif -
ese y fondliceon,

RN

(2)e= B, 67, 387, 1204, 1034¢ 60, 308, 19485,
:ﬂ’.* !ﬂﬂ y thut. Aml, Pin. Yy %“l ‘1’ 3’6, 1945,
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Un mie amplis desarrolle del trabajo ha de llevarres
al enssye de nuevos compuestos, en les que estos grupes »
eonsiderados comoc agtives, figuren en estructuras molecu~
lares més complejas que puedan reforsar gsu aceifm, Hemes
de eetudiar el incremento de la aetividad de loe grupes «
inicislmente aakivon por adecusdes grupes setivantes que
ban de ser objete en cada cass de una investigsoién sisty
ndtieag pero en este caso de las fosfatasas May que hacer
intervenir como eeadytv-ntit especiales de lee modeles o)
génicon, &oturmlaadnt olonsntoi metflicee que han demog -
trado desempefiar en aquellas un importamte papel,

le sctiveeila por magnesie de la fosfomoncestersss «
alealina de diverscs Srganee fuf estabdblecida per Erdtmsnn
(1) y Jommer y Kay (2) y cemprodedo después por numereses
experimentadores, inciuec nosotroe mismos on los preparse
dos de fosfatasa renal obtenidos segin 1la téoniea de A} -
bers {3).

Otroe varios iones metflices Mn, Zn, Ca, Yo, ete., ¥
en algunoe oasos también el magnesie han demostrado ejer«
oor aceionmes variables sebdre 1z pstividad de la fesfatase
en resultados francamente eontradictorios segfin la natury

lesa del preparaée y el grade de pureza on é1 zlecanzade,

(1)e Z. phisicl, Ch., 172, 182, 1927,
‘2),- :, B’.Ol‘ ch.l. 93, "33’ 1931,
(3).~ Eoppe-Seyl, Z, 232, 165, 1938,
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Rossi (1) encuentra activaciones de fosfatass éses «
Por fones magnesio afn a pequefias sencentraciones (0,002%)
sobre ol glicerofosfate sbdice} ol caleio a igual congenme
traeifn ojerece wna peguefia pero definida sscién inhivide-
Taj observindose tambifn per Gartier y Simonart (2) ls ne-
tivaeidn "in vive® por el magnesie do la fesfatass alealie
na del Imess,

Eolwberg (3) demmestra eperando con fosfatasa intes-
tinsl que 1a veleeidsd de hidrolisis sebre el glicerofesfy
to no es afectada por el magnesie,

Gedrangole y Regne (4) haeen experiencies de activae
eién por magnesio de fosfatasas alealinas en lee érganes ¥y
en les preparados de enzims definiendo la sons de coneene
traeién del magnesie en la cual ejerce su aceién,

K, V. 6iri (5) en ensayos con fosfstasa de rifién, M-
gado y ceredro concluye que el tiempo de extraeeién y edad
de loe extractos afeeta a la activeoidn por el magnesie, «
atribduyendo estos efectos a ln variseiln en inhidideres o
fmpuresas en el extracto mfs qne s sambios er la fosfatass

nisma,

(1)e= Bull, Scc, 1tals Biel, 8, 1714, 1933,
(2)ee Compt. Rend. Soe. Biol, 140, sos, 1946,
(3)e~ Bilochem, Z, 279, 154, 1935,

(4)oe Areh. Sof, Biol., 23, 504, 1937

(6)ue Z, Physiol., Chem. 254, 117, 1938,
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Roche y Van Theai (1) utilizando extrasetos de mucesa
intestinal, encuentran una fuerte astivecién por megnieie,
manganes® ¥ caleio y una inhibieién pareial por les iomgs
Yo y Zn, eoles o en presencia de diches Mg, Nn, ¢ Ca; les
miemos autores (2) defimen el Zn como setivador de la fose
fatasa alealina del suero humano normsl,

AMn =fs que la fosfatase alcaling, es asetivada por el
mgneeio la fosfatasa dcida do les huatoritu del grupe ti-
foeparatifico seglin M, Paget y Vittu (3),

- Segfn landquist (4), la fosfatass dcids prostética es
inhibida por el ecine,

Feganns y Farayens (8) efirman que la pirofesfatess -
de sritrocitos es astivada de 60 a 100 veees por el magne=
sio a concentraciones 0,02+0,05 N siendo a su ves inhivida
por las ssles de sobre, plata, mercurio y ¢ine a concentry
eién 0,0002 M, necesitando ésta ser aumentadsa en el case -
de hierro, codalto, manganeso, calcie y darie, Asfmieme le
es también la pirofoefatasa del higado segin Greenstein, -
Carter y leuthardt (6),

(1)~ Compt, Rend, Soe, Biol., 138, 49, 1944,
(2)s+ Compt, Rend, Soe. Biol., 140, 832, 1946,
(3)e= Compt, Rend,Aced. Bei. 224, 864, 1946,
(4)e- Aota, Physiol, Beand, 13, 322, 1947,
(5)ee Jo Biol. Chem. 174, 501, 1948,

(6)oe J. Hatl, Cancer Inst. 7, 47, 1946,
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Aparte de les resultados de este laderaterie tradejap
4o eon la fosfatasa sea, nosetres oni la esasidn presente,
trabdajands oom fosfataea renal gebre un sudstrate de glieg
rofosfate efdieco, ensayamos este efseto, sneontrande uwnas «
astivaeién por o1 magnesie que puede ammlarse ¢ ineluss -
quedar traneformads en inmhibicién al aumentar la soncentry
oién de éste, Ademde de cota aeeidn del magnesis, bemos og
tudiado 1la influencia sedbre la fosfatass renal de los femes
metflicoe Zn, ¥1, Ca, AY, Mo, Te, y ¥n K/200 a p¥ neutro y
adends magnesie, einc y niguel a pH foide y £ptimo aleali.
ne, poniéndose de maniffeste una desaetivaeiln marends oep
sionada por la presencia de los femes Zn, ¥i y Alj ¢l res-
to do les metales apenas sjerce variaeién notadlej la des-
astivaeién anotada scurre en tods la eseala de pH, |

Simon, Petts ¥ Goi'aﬂ estudian el efesto del cadmie -
{1) sobre la fosfatass, que ee inhibida & emmfmlom
de Ca de 207 X,

El mercurio, segfn Nentalenti y Nieola (2) inhide ~
enérgieamente 1a fosfatasa alealina del eitoplesma y dol
ndecleo,

Roche (3) resume experiencias propias y de otres ine

(1)~ Aveh, Biochem. 12, 383, 1047,
(2).« Bxperientia, 4, 314, 1948,
(3)e- Belv, Chim, Ace 29, 1203, 1946,
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vestigadores, en las que se ensays 1z sceidn de sales metf
1icas en Yreseneis de alanina oon o sin incubacién, le fep
fatasa alealine insetivada es resctivada por incubseién -
gon slanina 0,01 X durante cuatre horas a 5‘" apligdye-
eon varios eationes divalentes Ca 1,1, 10™2 M3 To 1,1, 10°7
My ¥a 1,1, 20°3 Mj Zn 1,1, 10°7 Xy Mg 1,1, 108 X, Hen g
che estudics sodre una supuesta fosfoesterssa do rifién erig
talizada (1) que mfs tarde algunce de les propies auteres
han identificade ecmo fesfato magnésies (2),

Gloets (3) define 1a fosfatass aloalins, eome formeda
por dos gruposy Gy y dp, capaces de eombinaeilén een dos ig
nes metflicos, Ny y Mp, on unién Gy.My fécilmente disvecin~
bles y Go-lp d- mayor estadilidad, Asf con Zn come Mg, e
ehtiersn fosfatasas astivas, interviniendo ealeie, magng -
sie, nangsnese, sobalto y niquel como Myj aef como eon esl
eiey magnesio o cobalte como ¥y y eohalto o mercurie csme
X.

Por encims de digcrepancias, dependientes d¢ esondieig
nes diversas, eonvergen todos les resultades experimenty »

les de ostz direceifn de tradejo en la sdseripeién s log -
,WWJWW

- {1)e+ ¥, Yan Theai, Roche y Serteri, C. », 5, Biol. 138,
4784 1944,

(2)}.- A“l."‘!’“ﬂ"hh y Yan M,B!”Mg’.“' 428,
1949,

(3).~ Bioch, Z. 310, 42, 1941,
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fatesas, y elle permite, en principie, eonsiderarla eomo
una ensima de metal disociable en la que éste pueds for -

mar parte del complejo orgénico que ee portador del grupe

aoctive,

De todo el1lo se infiere sl interds de ensayar les ceg
puestos caracterisados como modelos erginicos de fosfatass
en presencia de iones metdlicos, a fin de sbtener consemep
eias sodbre el grado de aetivacién que éstos mam ejereer
on su sctividad catalftica.

8in duda un buen eriterio en 1la olnci‘n de lee ienee
metdflieos que hayan de ensayarse eome eeactivnéoros de les
modeles, hadré de ser suministrade por sl conceimiente de
les que ol ardlisis identifique en les distintos preparp «
dos de foefatasa.

Por eolle, hemos realizadc el anflisis espectroeeépiee
de las cenizas de fosfatasa Ssea preparads eegin lora y Bp
drigues blanco (1) y de las ds fosfatasa rensl segin A} -
vers (2).

D¢l estudio coubnrado de los espectrogramas edtenides

se deduce la sxistencia en le foefatasa ésea de¢ CALCIO go.

(1).~ Anal, Pis, y Quim,, 34, 376, 1936,
(2).- HoppeeSeyl. Z,, 232, 165, 1935,
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mo elemento mis abundanie y despuds de é1, sn orden decre-
eionte CINC, MAGNESIO, NIQUEL y HIERRO; en mucha menor prp
poreifn sodic y rayss mmy débiles de silicie, bore y eg -~
tromefo. Por 1o qus se refiere a la fosfatssa renal se de~
muestra también la existencia de CAICIO, NAGEESIO, CIKC, -
NIQUEL, HIERRO, como as{mismo potasie,

Se ha eneayado la nativldgd de algunos de eetoe iones
y otros no resefiados en el espeetre eobre les distintos mp
deles de aceién y= comprodbada, Xl csleie no ejerce un efeg
to sensidle, pero les demds elementoe mée destacados del -
4o-pcctro¢ra-a Mg, Zn, ¥{ y el A1, que ne figura en aquel,
sotivan muy especialmente el denszoll-eardinel y la weaming
scetofenona, los resultados eon més notadles cuande ee pry
cede a 409 durante 8 horas. Cine y nfquel triplican la ae-
eién de la weaminoacetofenons y el mgnesioc la duplies,lgwal
efecto produce éste sobre el denzoilecarbinel y Zn, Nl y
Al refuersan su sctividad en un 60%, Parece ser seneidle
1a aecién del ién magnesio sobre ol deido nicetinice y la
aderninag s 402 ambos modelos ne liberan fésfore del embee
trato, pero en presencia de aquel la ¢ifra promedias para -
uno y otre es do 4 mgrs, de P por 100,

Durante las expsrienciae roalizadas, el ourso de ellss
Y la determinaeién anslftica del féefore liberado, se ban
viste interferidas por les modeles mismos ¢ por reaccienes

secundarias dedbidas a 1= presencia de les iones metélicoee.
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El benzoilegcarbinol reduee por sf{ mismo el compleje -
fosfomolfbdieo le que obliga = modifiear la técniea eoleri
métrica de determinaeién del fésfore lidersde,

la weamineoacetofenona, por su parte, en las ecndieie-
nes de les ensayos, origina unos productoe eolersados; que
pueden separarse por éter, de cuya disolueién se eristali-
sa una difenilepiracina de punte de fusifm 1960,

El #0ido erto-aminobensoico precipita sales metflicas
que han sido carasterizadae y algunas de ellas preparadas
por primera ves, As{ ocurre econ las de cinc, nfquel y og -
balte,

Ios modeles piridfnices (eedre tode el &cido nieotfmj
¢o ¥y la vitanmina Bg) dan por arrastre unos preeipitades vy
luminosog, en les que intervienen el fésforo liberade y e}
reactivo molfdbdice, que pueden redisolverass sin dafe pars
la valeraeién,

Teniendo presente ademds 61 papel que on la estruetu~
ra ¥y ¢l meoanismo de les fermentos ejerce el constituyente
protéiee, ensayamos la variaeifm que en la actividad de o
los modelee ncasione la presencia de uns proteina no espe-
effieca, ¢ompletando lae exporiencias anterieree son la uti
1izseifn ds la separada de la fosfatasa por diflieie.En el
primer oaso, 80 Obtienen glodulinas de suero de vacs y so-
bre el sudbstrate de glicerofosfato sddice y en condieiones

exporimentalee que no ecasionen la desnaturalizacién de 1



- 18 -

proteha se deja aetuar sn el conjunte modeloeglobulina y -
modelo-glotulina-ién wetdlice. Ia adioién de debulines s »
les modeles, eon o gin iones afiadidos, no condues a ningu-
na conseousncia de interés. Tampoco 1la adieién del produes
to protétec de la diflisis de la prepia fosfatass Baas 1llg
gar a resultados de especial aetivasién,

e Bl DL L L
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PARTE RXPERIMENTAL

BERRENRREPEERE SN RSB

OBTENCION DE FOSFATASA OSEA

En la obtencién de la fosfatass Ssea se utilisan les
huesos largos de eonejos Jévenes, de dos a tree meses,pre-
viamente privados del tejido eonjuntive, Estos husges pre-
viamente lavadoe repetidas veess eon agua destilada y redy
cidos a trozos pequefise se extraen ocon una mescla de asety ‘
to ds etile, toluene y alechel al treinta per ciente, tg «
dos les cualee han sido purifieades y rectiffcados cuidadp
samente (1), Por eada N gramos de huesos se utilisan ¥ ge,
de slcehol y K/10 de unamsels en parter igusles de acetas
to de etile y toluenej el conjunto es agita meeinicamente
durando la extraceién de cineo a seis horae. Uns eeparmién
grosers de 1a parte eflida y posterior centrifugseién nes
ouministra un 1fquide amarillente del que se presipita el
fermento llevando la coneentrasiém alcohdlics del treinta
al sesenta y cince por ciente; el cenjunte ee agita emérgi
canente unos minutes y la fosfatasa precipitads e¢ separs

(1)e« lora y R, Blance. Apal, Pie. y Quim, 34, 376, 1936,
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por centrifugaeién lavdndoss varias veees, primerc com ale
echel abscluto y léc;a Qon dter anhidre, gonservindose en
desecador de wvaefe, la fosfatass ésee es un sflido blanes,
fdeilmente dispersable on agus,..

INCINERACION Y ANALISIS ESPECTRAL DB IA FOSPATASA OSEA,

A), TECINERACI(N,« la fosfatasa Sses se ineinera sm un orj
80l de platine ebteniéndose un polve de aspeeto alge ;uiie
20, De 0,1315 grs, de ferments se odtienen 0,0098 grs, de
oenisas.

Se¢ preparan suatre muestras distintas de cenizas odbig
nidae de fosfatass Seea precedents de diferentes extraceip

B), ANALISIS ESPRCTRAL,.

o0, [Tala

..u dro Contenide # - M
Yo - - - 28 9. ori.m‘n
Ca |1} (Coentsae ne 1[3,75 |32, 3 m. | And1tste
Ca - - » | & Orientacién

-

L




Hlasant 2.

a::J T8 contentdo

To | - - - - | 28 @, [Orientaeion
i 14| Cenizas nt 8 | 3,75 |32,5| 3 m, |Anflinis ’
On 14| Cenizas ne 3 - - - Id,

Cu 1¢{ Conizems nt 4 | _ - - 1e,

Oa { - - - - - Orientaeién
Cu | 2 PBOJHi{espepura)| - -] 2m)| Ids

Ga | 2 PBoCole. p») - - | 2m,| 24,

Cu | 2 V¥Zn (e p.) - e | 2 m| 14,

Ca | 2 [CigBgles 1.) - -« | 2m)| 14,

Oz | 2 80 Mnle, po) - - | 2w 14

Ou - - - - 3 m,| 34,
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8¢ han fotografiedo en la misma placa les sspectres de ale

gunos metales para faeilitar el estudie, del

de fosfatasa,
Queda clsramente demostrada eon ellas la

que se deduce
una eompleta identidad en las cuatre muestras de oenizae -

existenoia 4o

les motaless Caleio, Magnesio, Cine, Hierro y Niquel, y en

menor rroporeién Sodie, Estronele, Silicie y Bere,
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OBYENGION DE 1A FOSFATASA RENAL {1).-

ia papilla de rifloues, previazente privades de tode
el tejido conjuntivo, se extrae eom ume mesela de aloohel
el 50%, Aéctata de otile y toluens, iodn in cuales han
eido cutdadosamente purifiesdes y restificados, Ror cadm

¥ gramog de Papills de rifiones se utilizan ¥ ce. de ales-
kol y l/'xo ¢ss de una mesels on partes igusles de asetate
de stile y tolueno} este conjunts se agita mecnisamente
durante custro a cinec dfas al eade de les cuales se hase
primeramente una separaeién grosera &e la parte sélida mg
diante mi Buokner sdecuade, filtréndose a continuaeién la
suspeneifn obtenida, Cusndc se emplean cantidsdes relativy
mente grandcs en la extraceién la filtracifn ha ds sywdar-
se aceidentzlmente eon un pequefic vas{e y separande la top
ta sélida que progresivamente se forma,

Bl 1fquido shbtenide eon un goler amarillente, mfe ¢ ~
mnes osoure ugﬂn 1a eficasia de 1l» extraceiém, eontiene
1a fosfatass del que se separa per precipitacifn son alece
hol, bien absolute o del 965, llevando 1a ecneentraeién al
cohflioa del 50 al 658, En ¢l efleule de la eantidad de a},
eobol a afiadir bay qus tener en ecuenta la presencia d&e les
etres digolventes, la concentrasién del alcokol que se uti
lizs ¥ lae pérdidss 'qm del con.jmté tienen lugar ya \m -

(1).« Eoppe-Seyl. £, 232, 166, 1935,
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por evaporacién {nevitable ¢ por su retereiém por el séli-
do,

Una vez 1levade el l{quide filtrado a d!eht‘eonecnigg
oién del 655, se sgita durente mnos minmtos endrgicaments,
Yy se coleca el esonjunts en predetas alias para favoreeer -
o) depisite de la fosfatasa ¥y su posterier msparacién per
decantaeiéng el decantade se centrifuge y la fosfatasa eb-
tenida se lava vepstidas veces eon alechol y fter anhidrem.
Se¢ oonservs en desecador de weofe,

X1 aspecte de 1a fosfatssa remsl es exaetamente fgusl
al de la fosfatasa €sea y el rendimiento aproximsdsmente -
de un gramo por cada kildgrane de papilla de riliones,.

le fosfatasa aef obtenida se dispersa bien or sgua y
pueden preperarse gon ells suspensiones homogéneas para -

loe ensayos ulteriores,

INCINERACION Y AVALISIS ESPECTBAL DE 1A FOSPATASA REWAL,.

a.~ Inoineracién.
La fosfatass se ineinera en criscl de platine odtyg -
‘niéndose un polve de aspecto dévilmente griufess, De

042440 gre, de ensima se obtienem 0,0109 grs. de cenisas,

S8e preparan dos muestras distintas de cenizas edteni-
das de fosfatasa renal procedente de extraceifres diferen-
tes,



v~ Anflinis espeetrals

e 2 »

El anflinise 'umml s resliss en 12 pelfeula odbtee

nida eon arregle sl dispositivet

3

m?f? Contenide l Amp, l !,‘ kp.Jihnmu 1
Te | - - - = | 25 se| Orient,
o | 1} *ﬁanlsu 1 3,75 | 32,8 3 n,| Anflisis
- - 143 11 - - - 14,
Cu - e - - - Ortient,
- 2 [0Zn (espe)(Zn] - - 2 m| 14,
- - |80 t{esps)(HL] - - - 14,
- « |80.Mglesrs) (!§ - - .. 1a,
- - Wsﬂc(upd(% - - - 14,
- | « [Mg0lespe)ima] - « | o | 1a
L:i N o - ——to - l ] §

Bn 12 mieme pelfeuls ge han fotografisde

los espestros de

algimos metales para faverecer el estudie del que se dedw-

ee uns eompleta fdentidad en las dos muestras 4o ceniszss -

de fosfatasa,

Queda demostrads la existencia en ellas de les meta~

tagar uns notable riquesza en magnesio, as{ como &édiles 1f
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neas de sodis y potasie,

ACCION DE 1.0S IONES METALICOS8 SOBKE 10S MODEIOS DR FOSFATASA

A),. PREPARACION DE AILGUNOS MODELOS,

a)e W eamineseetofencnal A partir de la acetofenena
por brommeidn (1) y eslefacuidn econ ftalimida potésiea de
la dromoscetefenona {2) resultands la weaminecestefencns -
del tthento eon deido elorhfdries de la femaofliftalimg
de,

b)e Benzoilecarbinel, Se prepara s partir e lg e
w »broucssstofenens (3) segin la nota operatezis de G, Rae
mén (4).

e)» Acido peaminobenzoice. Se ha preparads per hidréd-

lisis de la snestesins,

B), PREPARACION DE LA SOLUCION TAMPON,

Pars mantener constante el pH conveniente a cads wme

(1).- 3, 13, 283,

(2).~ Gabriel,B, 41, 1132, 1908

(s).~ B, 24, 2680, 18913 39, 2294,

(4) o= G Ramén,Anal,Fis,yQbfn, 5, 387, 1948,
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de los ensayocs se utilisza solucién tampén de acetatoeveree
nal, preparada mezclande 5 ce. de solucién de veromal sédj
g0y 2 08, de cloruro sfdice al 8,5 y 20 cs, de una mesela
de dcido clorhfdries 0,1 X y agus destilada variadle sefdn
el pH de¢ que se tratej la solueién de versnal se prepars -
ocon 9,714 gre, de acetato sfdice, 14,714 grs, de veronal -
sédico y agua destilada libre do COp hasta 8500 centimetree

etidbicos.

C), ENSAYOS IE HIDROLISIS,

a)e Modelom empleades, Benzoil-carbinol, i -aminssce~
tofenona, feido p-aminobenroieo, £eido ceaminobenzoicesani
do nicotfnice, nicotamids, vitamina Bg,

b)e lonee metdlicos ensayados, Gine, nfquel, magnesie,

ealeio, sodio y aluminie en eolueién /20,

e)s Técnioca operatoria, Se emples como substrate una -
disolueién N/20 de glicerofosfate sédies tamponada oen age-
tato-veronalj eodre eete substrato hasemos actusr los mede-
los anterierss a la vex que considsrames la influencia mee
tdliea sobre slles,

D), MEDIDA DE ]A ACTIVIDAD FOSFATASICA IE 1OS MOIELOS,

~ En el estudio cuantitativo de 1» aotividad fesfatdsi-
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ea de los modelos, utilizamos para la determinagién de la
cantidad de féafore inorginies liberade la téentea eaior!-
métrica de Brigg (1) fundada en la reduccién del fosfemp -
1ibdato aménice a azul de molibdene por 1s aecién de la -
mezcla hidroquinena-sulfito sédice,

Una vez transcurrido el tiempo durants el cual ha ae-
tuado el modele sodre ¢l substrate y suspendida la acoién
por un deseenaoc rdpido de temperatura, lae operacionss que
siguen a la hidrélisis van encaminadas fundamentalmente o
ebtener une disolucién de foefate de concentraeién adecuma-
da para la mayor exactitud del procedimiento utilizade en
1la valeraeién,

la lfnea extincién-cencentraeién (gréfico 1) obtenids
con soluciones "standard” de foefate, valeradas gravimétri
camsnte en forma de pirofosfate aménico-magnésico, duiq;;-
mente es recta entre las extinciones aproximsdas de q;z Yy
0,63 ¥y por tanto, las transparencias medidas por ol'eiori?
metro eorrespondientes a estas extinciones han de eaer anf
mismo dentro de una detam inada zona, le cual se consigue
1égicanentes mediante una dilucién adecuads del 1faide que
eontiene el fosfato a valorar. Por tante no podemoes expo-
ner de uns manera general las manipulaciones para todas =~

las investigaciones de este tipe sino que en cada casd pep

(1)e= J, Biol, Chem, 59, 258, 1924,



-2 -

tionlar habremos de atenernes a las especiales condieionss
requerides por @l onsaye, ,

la recta extinelén-concentrasién se odtiens a partir
de solueiones de POJMLK que contienent

Zee 1 6u8e = Opl' ngrs. ds P,
I3, 1 g.0, = 0,028 ° Qo P,
I11,.1 0.0 = 0,020 * de P,
IVee 1 0a0o = 0,010 * 4o P,

oon arregle a la siguiente dilueiént

_Pﬂﬂtl A vosssseesee 1 0oes eolucidn i

22002 marne/os. 6 0.0, ague dostilada

S 6.8s reastivoe

Punto B suevvcccerelyl 0000 solueidn 11

02002 mera./sgs 8e5 ¢o0s agua destilada

3 @8, reactivos,

| Pante € Lvenvsesse 2 Cale solueién 4§ 4
0004 mexs./as 8 c.e. agus destflada

3  0e0. reactives,

les regctives utnzndu on la colerimetrfa del fisfos
re gont 12}, 8 n;i de moliddate amfnice a) 5% en £ei
gulfdriee 3 X, 20}, SoYueifn a) 1% de hidroquinona y 38),
Solucifn recientements prparada de sulfite sddiece al 205.
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No obstante, osds medele reprecemts un ease partieular
y un prodblema a resolver siempre seentumands en su aeeifn oo
eonjunta gon los lones matfliess,

¥), CONDICIONES EXPERIMENTALES,

El eonjunts de experienciss que tiemen lugar een leosg -
modelon on unifn de fones wetélicos oo realisan en selusiéa
perfectzmente tamponada, ecuyn eonsgtancia se he Sbservado o«
por lecturas slestrométrisss. Se procede mlentands en tere
nostato durante eche horas s 402 ¢ bdien & 800 durante supe-~
tre horas, En las tadlas I y II ae expresen los resultades
edtenidos en estas condieiones y a pX 6,7,

SRSERVACIONES,

1¢), Después de s hidrflisis son o) tenxeflesertinel
80 enguentrs que sun los testigos sin substrete dan ssleyee
eién asu) eon los resstivos, 19 aue cbligs s separsries &
1a disolmeién por repetides extracciones een fter antes &0
1levar o] eonjunto a 12 dilueidn sprepiadas

2t), leWearinsacetofencns experimsmta dursnte la ealg
faceién una descomposieifn premuncisde ineremsntada por 1l
prosencia do metales sodre tode del nfgquel que ocasiona =
l1a formaeién de sbundante preeipitade y eolarsecién jers o«
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intensaj ¢ eine da tamdién lugar & 1s formeeién de pree)
pitado sbundante sunque no tan intenss colovesifng ¢l prg
eipitado del magnesie os menor of dien la scleraeién e» »
como on ! esso de) niguel,

Fara valorar se ¢linina ol eolsr por extraceién esn
étare Do lon extractos stiress se consigue oristalizar <
uns sustsneis de wunto de fueién 15683

E % secsessasscosssvscssesssse 11598

¥ £ oaloulede para Cplgll ..ee 12,08
(2,8041renilpirasine. pefalPse)

30)s B1 deido ortoeanminsberseics sctuande sebre 1s
diooluctfn temponeds de glinerefnsfato sldies y en preseg
ela de isnes cingy nfquel y codelie forman preeipitades -
respeativanente blencowsmerillente, ligeraments verdose y
$igersments ressds que hay que reparsy por filtracifn yeeo
. pWr 1a waloreoidn da) fésfore, la precipitasién
es cuantitstive eon relagifp al componente metfliee y les
‘precipitades sa caragterizan ¢omo las sales correspondien
tes del feido orto-acinedenszeieo, Kl grupe «Kip del £cide

re pnrtieipn on In rormegiér del eommmeste metdlice yn «-
que los preeipitados son fdeilments disszotadles,
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;’ %’!ido de ooler blancoe-smarillente, insoluble en agua

PR
firfa y odullieidng scludble en dcidos diluides incluse en

ic‘tica} y féeilmente diusotable,

A
(e i
"

| 4

S Anflisis

/

(XX XXX E YR L J )

experimental

¥ %

[ (HpWaCgl,~C00)gZn

7 / ;

foo

L/ s

b experimental

[ 2 AN T X 2 J

sessenvades

ssseee

8429

8924

19,5

19,48

Zn %
Pregipitado gon Ni,
8811do eon ligero coler verdose, insoludle en agua,
difieilmente solublo on doido dedtico diluides fdeilmente
diagotadle,
Analiails

sosostheoose

I
experimental

8,48

soBoey

z &
(BaNoCgliy~CO0) Nt 8,81

'} 1
experimental

Kﬂ‘ (TR Y X T
{HpN.CgH,.C00} o}

Y XXX RY T Y 1”7’

17,8
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Pregipitedo gep Co.

8611d0 eon ligero ocler rosads, insoluble en agua, difiei]
mente soluble en dcido soético dilufde y flcilmente diazoe~
table. |

Anflisis

N ’ s8R sensRess 8.53
experimentsail

| sescess 806

4
(53l COO) g o

“ ‘ [ XXE XN RN Z Y} 17.01
experimental

seesens 17,9

Co %
(BgX- gty 000 )2Co

40). Bn la valerneién con molibdate~hidrequinons-sule
rite de lo aceién dedida a les modeles £cide mieotfmico,ni
cotamida y vitemine Bg aparese un preeipitade vcluminose -
amarillento en ¢l preeise momento de la adicién del molid-
dato,

Eote preeipitado gc formad

a). Cusndo e meselan en frfel diseluciém de fosfate e
tésico, disolucién de dcido nicotfnieo, 1a amida o vitami-
na E: y disolucidn de molibdato améniee,

b). Cuundo el substrato de glicerofosfate se calienta -

previamente a 80¢ durante cuatro horas een dichos tres me-
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delos y luego se afisde a la disolueidn ol molibdate aménie

-1 ™

J

e). Cuando mesclando previaments foefate petdsice ygi

molibdato aménico, sin que entre elles ceurrz resceién ale

guna, se afiade poatcrieruontc 1a disclueidn del medele en-

/

sayado, /

d), Con gclueidn de dcido melfddiec, fosfate petl:i..
y &cido nieotinino, nicotamida o vitamina Bg,

En eambie mo se form: diohc precipitado temands pares
aislados de las soluniones fosfato-modele-molidiato aménie
eo3 asf eomo tampoec al mosclar goluciones de £cide mplfde
dieo, dcido fosférico y solusién de modele,

De todo elle pafuac deducirse la sceién eonjunta del
modele y el fosfate, atadido o producide en la hidrélisis
del glicerofosfato, eon el molibdato aménico en la totn‘-

eidn del preeipitedo.

Como el fﬁafo:o forma parte d3l preoipitado produei
pretendemos valorar el fSsforo 1iberads eon la hidrSiist

por digolucién del preeipitade en FaOX 0,1 X, gomo si -
tratase do fosfomolibdato suénicoy y luegs el exeesc 'y |

cali valorarle eon ClH 0,01 N, Hacemos varias prusbas pen
o
%i

{

i
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los precipitados formados valordndoles simplemente previa
eentritigacién y también por ecentrifugacifn y anterier la-
wvado gon agua 'y algohol,

la disprsicién de los enszayos ess

11
4 c.0o agma 4 0,00 agua
1 ect. ague-l ceo, fosfate 1 ee, agua~l ce., fesfate
(0,1 ngr. ¥/00.) (0,1 mgre P/se,.)
A Irl t ¥ 4 A‘;Y II# "00
" 4 0.0 aguR 4 c.0, 8gMa

1 ce, agua= 1 co. fopfato ) ce. agua~l eo. o-‘at-
(0,1 mgr. Plce. (0,1 mgr. Flee,

0,2 mmol £cido nicotinice 02 mmol nicotamida

A todes estos conjuntos afiadimos un centfmetro cfibico de
solucién al 5% de molibdatc amdnieo en deido sulféries 5 X,
A lor conjuntos I y"n no les ocourre nada y en el regto se |
forman abundantes precipitadesg IXI’ y IV’ levames oon sgumg
111’ y Ivee levarios con alcohol y los IXIX y IV les centr]
fugamos golemente, Al lavar»él preeipitado oon alcokel se
disuelve en gran parte el correspondiente al deido nicetf
nicos el preeipitadc formsde en presencia d¢ la amida ne

se disuvelve tan fieilmente. Este hoeho induce a pensar la
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desigualdad de amdos prwipst:dop y por tante 1la participg
0ién en elles del dcide o de la amida respectivamente,
Ios resultados de 1z valoraeiln son les sigutentest

—e BBl EREYDEOS
NaOE 0,1X C1E o0,01X
(£=0,822) (r=1,009)
 § & S | 1,8
3in lavar
IV seescssvences 3 11,4
III° L0eeee 346 12,7
lavado eon agua
IV eeeen B 4,8
CIII .1 | 8
Lavado con aleohol o
IV!? 4eee 2 9,4

cnm del flsfore eontenido en el preaipitsde disuelte em

osa 0,1F (f=0 omo ui se t fogfomeld -
amfnico.

I!:.- 4 oo, 0,822 = 3,288 ce. FaOK 0.1’
1,8 & 1,068 = 0'190 ecc. C1H 0.1'
3429 - 0,18 = 3,10 ece. FaOK °'1’ gastaden

3,10 o 0,1348 (Mgrs, de P, eorrespondientes =
-ou:n-. do P, al ee. do
I.Oﬁ 0. ®
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Como en total pusimos en el emeaye III 0,1 mgrs. do -
fésforo y ne df el easoc de que el resultado es eomo gi e
existiera cuatro veges mfs, ol preeipitado total ne éhtt -
por de la eonstitucién de un fosfomeliddatej pmdiera entmar
en su formeeién ol dcido nicotfmice que oonsumiera en su «
disolucidn nds £1cali del dedide eon ¢l aumento consiguiep

te en ¢] imaginaris percentaje de f8sfore.

IN,e 3 . 0,822 = 2,466 e0. NeOE 0,1N
1144 + 1,069 = 1,21 ec. CUE 0,1
2046- 1,21 = 1,25 o ¥aOE gastades
1,25 . 05,1348 0,168 mgrs. de P,

Esta eantidad e3 también algo superior pero més aproxims~
da s la cantidad de P, puesta (0,1 mgrs.); 1a nicetamida
aunque formara perte del preeipitade no consumirfa 4leali,

I 3,6 . 0,832 = 2,96 ce, NaON 0,1
12,7 o 1089 = 1,36 cs. IR 0,1X
2496 - 1,36 = 160 ce. FaON 0,1¥F gastades
1,60 . 0,1348 = 0,21 mgrs, de P,

Vemos que aun después de lavado e¢on agua ol preeipitado -
eonteniendo £eido nicotfnieco sigue dande un valor de fée~
fore doble del puesto en el ensaye eorrespondiente, aun -



que deseendido notadblements de omande no se lavé,

- 2 e 0,822 = 1,644 oo, NeOH 0,1K
45 .+ 1,060 = 0,48 ce, C1H 0,1N
1964 « 0,48 = 1,16 ce, Ba0H 0,1X gaptades
1,16 , 0,1348 ™ 0,10 wugrs. de¢ P,

Bs apraximsdamente fgusl que el valer edtenide cuando el

sistema en prenencia de nicotamida no se lavd con agus y

algo superior adn al valor de fésfore pmésto en la diselyn
ﬂ‘ﬂo |

III".- 1 . 0.822 = 0,822 cs. NaOR 0.1’
8 'y I’M - 6.85 ce, C1H 0.1’
0,85 - 0,88 = 0

Vemos que al lavar el preeipitado, ebtenido en presencia
de dcido niecotinico, eon aleochel se ha disuelte en 61 te~
do lo que hadrfa posterformente de diselverse en gose,

IV’ 4= 2 o 0,822 = 1,644 ce. FaC¥ 0,1
9s4 o 1,060 = 1,00 ce, C1E 0,1X¥
1,66 » 1,00 = 0,68 co. ¥aOH gastados
0,64 , 0,1348 = 0,08 mgrs, d¢ P,



Valer también aproximsde, en presencia de nicetamida, awne
que en este easo por defeeto, a la cantided de P pueste en
1a Cll‘*"i‘ﬂc

Influeneia on la composieién deld precipitade de¢ 1la eanti--
dad de moliddate afadida.

Al cenjunte! | 4 cs, agua destilada
0,2 mnol deido nicetinies
1 .0, HgOel gee. 80l, fosfate (0,1 ngr.P)

repetido dos voces afiadimeg 1 & 2 ese. rnpuuvmna de
solueién de moliddato aménico al 5%, En amboz casos oq -
trifugamos el preeipitado formade, disocivemos on sesn, Y
valoramos sl exceso ds €1calt som ~f¢ide slerhfdriee 0,01V,
Los resultados han sidos

—fafa ganindon
NMolibdate améniee NaOK 0,1¥ Q1E 0,01%
1 €¢0s ouvscrsscscoccssss 8 - Be8

2 Co€o cocccssessccsesses O 50“
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Sficulep:

S o 0,822 =™ 2,466 cou NaOR 3 o 0,822 =~ 2,468 co,Na0X
Bs8 o 1,080 = 0,620 ce, CIX 8,6 . 1,060 = 0,698 oo,01K
2,466 « 0,820 = 1,848 ce, NaOR 2,466 « 0,808 * 1,868 ce,NoON
1,84 . 0,1348 = 0,248 mgrs.P. 1,86 o.xm = 0,200 ngrs.P.

*

Como puede obgervarse, nc hay influoncis alguns motivads »
por la oantidad de molibdiato afiadida,

Influencis gedre la og_puid‘u del precipitade de la eale-
facoién a 800 durante custro horas del sistems,

4 e.0, do glicerofosfate sfdico l/zﬁ

0,2 mmol de 4, nicotinice o la amida

1 c.on agus

1 ¢.¢s solucién de fosfuto (0,1 mgrs.de P},

En frfio el models ne tiene aceién godre el sudbstrat-s
y el valor obtenido por el anterier métede velumétries pe~
ra este sistema en frio, serd dnicaments dedide al fesfate
si bien sn arbes vrleres de féafore, tefrieo afiadideo y exe
perimental del preeipitadc caleulade en forma de fasgfomg ~
1ibdate anméniee no coinciden bien por no corresponder dieho
precipitado exactamente a la férmala PO, (Ng)y, 12 NeOy,
bien por intervenir en su cemposieién eantidades variables

de modolo, £1 2l ealentar el conjunto anterier lubiese a )
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gura varisoién en la composieién del preeipitads tendrfa -

que verificarse?

(Valor on ealiente) » (Aceién dol models eodye 6l -
808,41, '

substrate # Valor en frie del sistems

1#). COon £eide nicetinico

——fafa. SARSRN0S
EaOX 0,1  O1H o,01X
Valer en frfe del sistems ceoee 3 5.2
VYalor on calients .eecensesccee 4 0,2
Aceiln independiente® sseccecoss 8 87
Ragultados!
ngre, és P

Valor en f’f‘ evssseDRGeOSED 0,300
Valor en ealients seessnccces 0,440

beciln del modole sassescesss Og249

De donde se deduse que ¢l valer sn ealients viene a ser
aproximademente igual al valer en frfe mis ¢l waler ds la
aceidn que a 80F durante cuatro herap ejerse independiens
temente o1 deido niectfnico sobre el glicerofesfate sbdi-

00,

20), Con la amida nicot{nica
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e.¢s gastades

NaON 041X CiK 0,01¥
Valor en frfo de}l sistem ., 3 8,8
Yalor en ealient® csececcscsse 8 3e6
Aceifdn del m0del® seececcccses 2 )
Bosultadont
ngrs. do P,

Valor en £2{0 seceee 0,198
Valor en ealiente ,, 0,280

Agoibn del medele ., 0,119

También en este case se verifica ocom bdastante apreximscidén
1a igualdad! Valer en calientes = Valor en frie ¢ Aceién --
del modele, De elle podemos eoncluir que sl preeipitade --
producide al inveestigar ls sccidn de leos modelos feide nf.
wotfnico y nicotamida sebre el glicerofosfato sédice es e}

migmo que el obtenido en frfe en les ensayes anterieree.

Contenido en nitrégeno del preeipitade,~ Hacemos andlists
de ¥ amoniacal del presipitado amarille ebtenide en las of

periencias anterierest

% ¥ sneniscal del preeipitads .eece 0442
£ x5

Y YT IYIYSYY 212

PO, (WHy ,a. 12 MQ
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la inconstaneia de la composieiém de este presititads dedy
oida de les resultados analfticos ne permite seignarie um
estructura definida, parceiende posidblements wn 0aso de ««
arrastre del medsle por el tamafie de 1a moléeuls fosfomg -
1fvdiea, No puede valorarse, per tante, su eontenide en =«
fésfore por ol método volumétrieo ensayade y para ebviar
la diffieultad que crea su aparieiénm se Ba procurade que &g
do el precipitado se redisunclwve, mediante ensayos prelimi.
nstes de su solubilidad, en la solucién sulfiiries del reag
tive, dande prevismente al 1fquido que contiene el fésfeve
uns dilueién adecusda de medo que todo §1 pueda fermar ri-
pidamente el asul de molibdens para su vn!onii‘u eolering
triea,

~ Para ver la posible interfereneis en la valeracién mg
tivada por la aparieiém de este preeipitade se buesen deter
minaeiones eclerimétrieas con solusiones standard de fesfy
to segfin la siguiente disposieiéns

4 6.0, 4o ague destilada
0,2 mmol de £cide nicotfmice
1 c.eo EgOel e.0. sol. fonfate(0,1 mgr,P)

1 e.c. de esta disolucién eontiens 0,0160 mgrs, de
fésfore y en 1a valeraeién eolerimitrica ee edtiensnm 0,0169
mgrs., P/oe. Luego esta valeraeién golerimétrica es pricti-

camente correets en preseneia de les modeles, aun cuande -
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s¢ llegue a formar el preeipitade perc eon tal que se r-‘;
suelva en seguida y pueda tomar parte en la resceifn cele-

reada,

58), En ¢l oaso de sesifn eombinada del feido nicetf-
niee ,,1‘ vitamina Bg eon el 1én Mg se reprodueen om la t3

" bla I unoe valeres ebtenides repetidss veess segin ¢} dis- |
positive prineipalt

4 oo. glicerofosfato=tampén W/20
0,2 mmol de modele
1 cece Bp® - 1 g0, 0l Mg

pero al lado de estoe valores elevades se han odtenide en

estas gondieiones algunss veces reeultados negativos de R
drflisis ebteniéndose les primeros cuande ¢l correspondieg
te testige ein modelo ni metal 4€ un eontenido inteial en
fesfato liberade, Desde lmego, las experionsias han sido -
realizadas simulténeamente con ¢l deide uicotfnico. 1a ni-
cetentda ¥y la vitamina B y con ¢l mismo sudstrate y la «e
migma golucidn de sal do magnesie, en idénticas eondicig -
nes experimentales y empleands en sum valoraeién la miom -
dilueiéns |

Transpareneceias

Dilueién Asido Anida "t'gzi.

1818 31 88 27



o 46 »

IEPINENCIA DE GLOBULINAB SOBRE MODEIOS DE FOSFATASA
A). Obtenciln de gledulinag,

Ies globulinas se odtienen a partir de suerc de sanwe
gre de vaca, E)l suero es previamente centrifugade y lusge
se trata con un volumen igual de una selueién saturada de
sulfato aménice dejéndolo estar em reposc s mimrgq
™™ durﬁate doee horas. E1 #flido preeipitade se filtrs a -
la trompe y lava eon solueién de sulfato n‘ﬂn a lﬁh -
saturaeién,

Ia torta de proteinas ssf ebienids ee disuelve om 1a
menor cantided posible de disolueién semieatursds de sulfy
to aménies ¥y se purifioa finalmente por aidlisis. |

B). Aoeién independiente ds globulinas y ecmbinsdas een s
Salas.

a)e Dieposieifn de las experiencias.

Se emplea sudbstrato de glieerofosfete l/zo-tmnh, 4
acetato=-vercnal godbre el que ee hags setuar la wmiu -

bien sole o unida al metal oomnpoalunut



1eo €18 3 oo 100 Yool 2 000 1 coe] 1 ous

L
disponiéndcse ademds la correspondiente serie de testiges
sin sudstrato y sin glodulina y glodulina-metal,

b}s las condiciones experimentales son siempre que e
empleen glotulinas 408 dursnte un perieode de eche horas,

e)s Técnice operatoria,

Para evitar la presipitaeiln de les proteinas afiadidas
eon los resetivos de velorseidn del fisfore, se separan -
previaments con solucién sl 20% de feido tricloreacétice,
se £iltras y se lleva la disolueién a la dilueién conveniep
te,

En los cases del bensollecardinel y la weaninosgetefy
nona son vilidas las odservacienes hechas anterierments a

este respecto,



PABLA I

820 Zn ) {1 : .'M Ca A
_____._#—.—-—-jp-.y-uu—u-nuuﬁ#-§-—-Qq-a-n-}
Globulinas O.B‘ 0,69 0,7 0y 0.75 0,84
l 3 o
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0), ACCION CONJUNTA IR CGLOBULINAS Y NODEIOS DB rmuusg_ :

a). Disposieifn do les ensayes.

Se emples substrate de glieercfosfeto sfdios M/20 tap
ponsde en lp nisma diselucidén con scetztosveronal y sedre
este conjunto substrato-tampén se hmeen sctuar eonjuntemey

to les diversos modelos ensayades ¢on glodulimms con arre-

glo a! siguiente esquexm?t

Subatratoss

0s2 mmol de
modele

Agua envase
Globulinas.

|

X
. . T—
4 e.v 4 s.0: 41 0.8,
benzoil- | seamine- peanines
earbinel | denszoieco Yenzoice
1 c.0. 1 cata 1l .t
1l c.e. 1 Co @ b 1 S8

1 o,

1 ceee
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) v N |
% - - — Smma |
Substrate , 4 s.00 4 o.c, 4 0.0,
02 mmol de _
| e | e | e

Agus sevees 1 ca0e 1 et 1 cete
Globulinas, 1 ce0e 1 00 1 8.0,

l i ——

b)e las eondieisnes experimentales y la téeniea operaty

ria exaetemente igual que en el oeso anterier,

Globulines censessnrocvssccssee OM
14, eon benzoilecarbinel

ia,

JLABLA IV,

0,88%

eon peaminobensoled eass Ogm sse 0'56’

14, con o~atingbenzoies eses 0o84% aos 0,61F
14, con weamincscetofonona o 0,385 ... 0,845

14,
14,
Id,

eon deido nicotfnieo ..o 0,608 ..o 0,858
con nicotamide essececes Op8BF 4aa 0g83%
eon vitamina ,anoc *snee 0.."" s 99?0’

le segunde columna de valores wse refiere s resvitades edte-

nidos en experieneias de ineudasién previa de log modeleg «
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eon la proteina,

D), KECIOF IE GLORULIFAS Y WRTAIES JUNTAMENTE CON MODELOS

IR FOSPATASA,
als Disposicién de les ensayos.

Se utiliza como substrate una disolucién M/20 de gli-
cerofosfato sédieo en tampon de scetato - veronal sobre la
que se haos actuar eonjuntemente sl models respestive eon
las globulinas y eadas uno de les metales ensayades.

El dispositivo de esta serie de experienciss ow i gf

guiente?
W‘.
1 L 11 11 1v
S -
Butstrato, 4 0.0 4 e.8, 4 Gala 4 cu0s

Hodelo ase D2 umol (042 mmel 0s2 mmel | 0,2 mmol

Agus seess 1 cets

Glotulinag 1 e,0, 1 asc. 1 6.0 1 e.04
1 cos ®0 :

eidn mets In Ll Xg
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[ v n .| wm
Sudstrate e 4 9.0, 4 €oCe 4 8.0,
¥odelo .eesese 0s2 ol e mmel 052 mmol}
@lodulinas ,.. 1 e.06 1 e
Agua yseese00s 2 S8
1 oo, selueién
n;tilios .o Co a

Todo oste eonjunto se repite pars cade uno de los mo-

delos benzoilecarbinel, weamincacetofencna, e-aminodenzéi-

00, p-eminobensoico, dcido niecotfnieco, nicotamida y vitamf

na By cor sus eorrespondientes series de testigos.

b)s las condicionez experimentales come en los omsos aj

teriores en que se ensayan glebulinas, cslefascién a oug ~

renta gredos durante oecho horas en termostate, la téoniea

osperatoria después de 1a calefaccién ecomo la yu deserita «

en ol cnsoe anterior,

o). los resultedos obtenidos se expenen en la tadla Vs
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Gopulagién de modelos de fosfatasa econ "proteina” do fosfp
Sasa xspals

la proteins de la fosfatass rensl obtenide em la eleg
trodidlisis clorhidries como se mengiona anterisrmente, se
centrifuga, se lave con agus destilada y se prepara @on <.
ella una gsuspensidn acuoca lo mfs homogénea posidlegls e
cual se utiliza en los ansayos de hidrSlfsis incubads pre-
viamente durante venticuatro horas a la temperatura ording
ria con 0,2 memoles de los modelest £cide o-aminodenszoiece,
deido peaminobengoico, benzeileardinol, wamincacetofenona,
fcido nicot{nico y nicotamida, Leg experiencias se realf -
san utilizando substrato de glicerofosfato sédice l/eo-tq
pén de aceteto-veronal pE 9,16 calentande a 408 durante -~
ogho horss,

K1 dspositivo de hidrélisin ee el siguientes

1 5
Glicsrofosfate M/20-
«tampén pH 9,14 seese 4 Gu0 4 0.0,
Proteina de Tosfatase 1 .0, 1 6.8
HOdB10 aeessecoacases Up2 mmod 0,3 mmol
1 e.0. Bl 1 ‘Qﬂt(".znt".k}

Este conjunto se repite para todos y cade wno de los mode-
log de fosfatase mendonndor con anterioridad,
Asfmismo se disponen los testiges qne pgirdn de manf -



.i.‘ﬂ

Tieste la asctividad que sodre el mismo suhstrate ojerss 1a
proteina sisnlada y la proteins influida por lsz metales -~
aislados y en conjuntso cemo se digponen en comdingeidn cen

Jos modelost

i 44 1L
4 c.0, subst, 4 0.0 subdst, 4 6.0. BUba,

1 e.c, proteine 1 e.cqs proteina 1 c,0, proteina
1 e.c. agua 1 co.(‘k.ﬁ:,xtg 3 esce Mg

4 co.subst, 4 co. sudst, 4 ce d¢ agun | 3 co;iibnt¢
1 ec. proteine 1 ge. proteina 3 ge,.proteina

1 cee Zn lcos 3t. 1 cosngua 2 oo, agun

Terminada le calofaceifn se enfria ¢} conjunte y se
efinde en todos los cases 0,5 cess de dcido triclorosedtiee
Yy 045 CuCs d8 apguay ne filtrs ¥ al filtrade eon un totsl -
de 7 eentf{metros slLicos se afaden los tres corregpondiem-
tes de la colorimetr{a del flafere,

En el easo del tenzoil-carbvinol se extrae oon ftor o-
despuls de 1a filtraeién,

Los resultades son los siguientest

12), Acoidn de 1a proteins de fosfatasa renal sela ¥y em



presenaia de metelent

;::;::::a‘:c.v ?"6 x 608' ‘ 0‘21 ’

x

0486

L#i—»-ﬂ-—-——-—-—J

Se ve que la proteine gjeree la d4ébil secién que e -

disminuye por el econjunto netdlieo NgeZn-Ni-Cas asf como

por les metales oincy nfquel y esleie fndependientementes

el magnesio produce un ligere incremsnts,

20), Aecifn conjuntn de 1~ proteina de fosfatasn ¥y do «

nodelas do la mismet

Proteins sececescsscrsssecsscsces

Id, con 0=aminodenzoi0 sesecee

14, p-aminebinzoied seesccsscss
14, benzollearbinol sssessccsss
14, weaminoacetofenona ssseccese
Id, deido nteotfnseco sesecssoss

Ida nicotentda Ssarcsccshsrtoswsy

0,76 %
0,44 %
0,60
0,70 %
0,80 %
0459 %
3078 £

B¢ observa que ls accién que independientemonte jeres

1la proteina sobre e! substrate de glicerofosfats sfdiee -
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se encuentra disminuicda principalmente por la precsencias de
los modelos o-aminobenzoico, p-aminodenzcice y dcide nico-

tinico,

30), Aceidn de "proteima® de fosfatasa y modeles cenjup

tamente eon o) sistema de metales,

Proteine ¢ (Mg-Zn-F{-Ca) # ceaminobenzoico eesces 0433 &

1d, id, Peaminobenzoioo cesees 0941 "
14, id. Yengoilearvinol seccss 061 °
14, 14, weaminoscetofonona ¢ee 0,98 "
14, ia. deido nieotfnice ceese 0,49 "

18, 14, nifcotamida seeacensces 0,88 »

1o presencin el ennjunio metflico nodbre e sigtema -
modele-proteins ejerce una muevn disminucién de 1a agtivi-
dad sobre el substrato de gliceroforefato. Unicaments en el
enso de le smirocecetofeviona ls presencim do loe metales 1
gra une pequefia elevaecidén del poreentaje en fésforo hidro-

1fsado,
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CONCLUSIONES
B S NS,
El andlisis espectral de las cenizas de fosfatasa éses,
preparada segén Lora y Rodrigues Blance, df Ca como elg
mento mis abundante, y después de 61, en orden deerg -
ciente, Zn, Mg, Ni, F¢ y trazae de Ha, 854, Sy, y B,

BEn las cenizas de fosfatass renal, ebtenidas segfhn la
téenioa de Alders, se identifica mediante andlisis es-
pectral 1a existencia de Mg, Zn, ¥i, Co y Fe junto eon
débiles 1fineas de ¥a y K,

Bl Mg, Zn, N1 y también el Al, activen especislmente
al benzoil-carbinol y la weaminoacetofenona, odtenidpn
dose les porcentajes mis elevados a 400 y ocho horas

de duraecifn del ensays,

Durante lag experiencias se han csracterizade y prepg
rado las sales de Zn, Xi y Co del dcido o-aminodbensdi
co, asf{ como la 2,8-difenilpiracina, como producte de

desocomposieién de la weaminoacetofenona,

Ia sdieifn de globulinas, edtenidas a partir de suere
de sangre, a les modelos de fosfatasa ne ofrece nip -~
gun efecto sensidle, ni atin en el caso de empleo sf -

mmlténeo de iones metflicos,
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68,~ Con "proteina®™ de fosfatasa, obtenida por electredif
1isis olorhfdrica del enzsima, ce realizan experien--
cise anflegas de copulacién econ modeles, tanto aisly
doe como en presencis de metales, sin que en ningdn
casd ge ebtengan sctivacionesj pero ninguna interpry
tasién definitiva puede darse a ésta, porque poaiblg'

mente la proteina o depnaturalisa en su o&tgnci‘n.
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2,- ACCION T AMINOACIDOS, S0L0S Y CON IONES ETALICOS,
SOBRE MODELOS DE FOSPATASA

- PARTE TEORICA -

A), Intredueeién al eonceimiento de la fosfatasa yemal,

Antes de estudiar el efeeto de otros tipes de compueg
tos sodre les modelos de fosfatasa, hemos eomprobade la ag
eién que les mismos ejersen eodre la propia ensima, realie

sando unes serie de ensayos prevics sobre la fosfatass de -

origen remal, que no habfa sido estudiada antes en nuestrs
laboratorie.

Para obtener experiencia propia, definimos ante tode
su gona de pE éptime, tamponande eon solueidn de scotate -
sédicoeveronal sfdice / £cido clorhfdriee s pH 5,04, 6,04,
.76, 8,12, 8,45, 8.85, 9,18, 9,58, 9,91, 10,46 ¥y 10,70,1s
eolucidn-substrato de glicerofoefate efdieo /20 gobre 1la
que aetfia la fosfatasa dursnte una hora a 380, encontrindg
ge un méximo de aetividad en el intervale comprendide ep -
tre 8,85 y 9.16,

la variseifn de la concentraeién del substrato, mantg
niendo constante el resto de las condiciones experimenty -
les, tembién es causa de varisoiém del porcentaje de fésfg



ro liberado, como era de prever, en el sentide de que éfte
aumsnta & medida que la concentraeidén disminmye,

Al sumsntar ¢l tiempe durante el eusl la fosfatage -«
ejerce su aceidn enzimition sedre ol glicerofosfato sédice
erece as{mismo la centidad de P 1iderado, pere ya eon ums
hora de aceién se hs hidrolisado mfs del 50% del feter wif
1izade como subdstrate,

Con el fin de investigar la seeién d¢ los fones metd-
lices sodre la actividad de 1z fesfatasa renal, preparames
una serie de ensayos en les que juntamente eon la ensims -
actfdan sobre ¢l substrato de glicerefosfato sfdieo les me-
tales megnesio, ¢ine, nfquel, calcie, aluminio, sodie, hig
rro y manganese a pH 6,8, durante una hora a 37388, y el
Mg, Zn y ¥{ adends a loe pE 5,3 ¥y 9,16 en las mismag eondi
ciones experimentales, De todos elles ejercen seeién apre-
eiable sodre la actividad ensimftica de 1a fesfatasa, el -
megnesio, el eine y ol nfquel. Fl einc y el nfquel son eap
sa de notadle inactivacién a todo le large de la escala de
pH ensayade y ¢l magnesie on las mismas sondfciones experi
mentales incrementa sl porsentaje de P hidrolisade,

En una serie de ensaycs en les que se hace varfar hv
econcentragién del magnesio que actéa simulténeamente eon «
la fosfatasa sedbre el substrate, se observa que no ee¢ apta
eualquier concentraciém pers producir incrementec en la se-

tividad enzimities de l1a ensima ¢ ineluse a M/B hace deg -
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cender ¢l poresntaje de P hidrolisade,

B). Aceién somperads de eeterasa y smidasa en 1a fosfatas

renal y su influencia por aminedeides, sclos y con io-

nes metélices.

En el orden de estudio propusste; se han estudiade --
somparativamente las aetividadee d¢ ggtarass y de Losfomi-
daga de ls fosfatasa reral actuande simultinea y respesti-
vamente sebre substratc de glieerofosfato sédico y sminge-
fesfenato de didencile. En idéntiess condicienes experimep
tales de tiempo, tempersturs, eoncentrscién del substrate,
eantidad de foefatasa, PH, ete, el poreentaje de fSsfore -
1iderado en ambos ¢asos es completemente distinteo y muy a3
perier en el del éster fesfériee,

El fSsforo liderado por el substrate fesfanf{dieo ape~
nag experimenta variaeifn al pasar de pE neutre s £o0ide --
b.é) ¢ alealino (9.16); sin embarge, suments apreciablemep
te ol poreentaje de F hidrolisado de la fosfamida al dismi
muir su concentraeidn y en todes los valeres de pH ensaya-
des, sunque en todo momento se mantiene metablemente infe-
rior & les valeres correspondientes presentados por el gii
eerofosfato eddteo,

También cuando la oantidad de enzims que actéa sedre
el aminofosfonate de dideneile aumenta, ¢l percentaje d¢ «

fésfore lidersde orece apreciablemente,



En unn serie de ensayos eimultiness investiganes ls «
peridle influeneis que eferwerfan los femee motélices soe-
bre 1a fosfatass sl sotuar confuntemerte ssbre sl mbstrae
to fosfamfdieo, somparadcs ecm los mismos resultades prg
sentados en o) casc del éster foaférine some suwdstrate; em
o1 easo de ln amids Tosférien X/100 & pN feide, neutre y -
alealine, el poreentaje do F separade por ls fosfatass Fee
nal no se ve influeneiado ds uns maners elars por la prg »
seneia do los metales e¢ine, nfquel, megnesis y maleie,

Reto sentads prosigniendo la direecifn de enssysr eep
Juntamente con les modelos de fosfatase, sudstancies cspe~
ese de hager varfar s sotividad, dabfamos de fnvestigar «
seguidamente la scelén que scbre sllos ejercerfan otye tie
pe do eompuentes fnteresantes hajo 61 dodle sepecte deaang
tituyentes 4ol apsensime protéice y de efecteres do la fog
- fatasst lgs saincfeidags

los aminofeidos se encusnirs entre ¢l gran némere do
sustanciss estudiadse como eupsces de modifiear ls astivie
dsd ensinftios de l» fosfatasa, Yen Theat (1) y Medi y Mg
1in (2) ofresen les mejeres tratajos de eonjunte sobre oo
sfectores ds fosfatasa entre los cuales predominan greande-
mente 108 inhididores,

—

(1)ee Tonis doctorals N, Declume, lonsele-Seunter, 182 pdg,
(2)se Bolv, Ohim, Acta, 31, 1943, 1948,
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Bodensky (1) investiga ¢ mecanismo de desaetivaeién
naﬁ onada por los aminedcidonm,

Bn los preparados de huescs no han gide encontradas -
sustancias desastivantes segin Bawkin y Bedansky (2), en -
oposicidn a las de intestine y rifién, le que ya hadfa side
observade por Eldbacher y Xutscher {3) on preparades impu-
ros do tejidodpdties. A, y B, Alvers (4) han confirmede -
| estos resultades en el capo de tejido renal, Estas sustane
cias desactivantes qiu seompalian al enzima fueren dcf!n,t -
des por Kldbacher y Kutscher (5) somo glutatién o c!atinﬁ,
y han side identifioadas por O, Bedansky cemo aminodeides
y otres substencias nitrogenadas,

For su parte Asbti y Abelin (8) encuentran que les smi
nodcidos £oido 1(+) glutémico, glicocola y 1(+) 1isina,cng
gionsn desecense en le aetividad fosfatiesiea de preparades
de tejido remsl, siendo este descenso méximo en los amime-
fcidos dsices y mfnimo en los deides, |

le influencis que les aminodeidos a eoncentracionss

{1).« J. Biol, Chems 165, 608, 19463 174, 465, 1948,
(2),- 3, Blol, Chem. 101, 641, 1933, |

(8)ee 24 Fhysiel. Ch, 207, 1, 1932,

(4).- Z, Puysiel, Oh, 232, 165, 189, 1935,

(5) ¢~ Helve Chim, Acta, 31, 1781, 1948,

(6)e= Holv, Ohim, Acts, 31, 1943, 1948,
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/2 y M/20 ejereen sobre ls fosfatasa remal sctuando sobre
glicerofosfato sdiee durante una hora, & pil éptime 9,16 ne
presenta apenas valer apreeciadble en les casos de alanine ¥y
lisina a ambas concentracioness sin embargo os manifiesta -
ls inactivaeién ejercida tanto a /2 como a M/20 por la eig
teina que llega s dimminuir el porcentaje de fésfore hidre-
1isade del 60% al 1,45%,

En unz serie de experiencias se investige la meeién -«
eonjunta aminodeido-metal sotre le foufataez actuande en las
nxnnno.condicionos experimentalee anteriores. Los iones me-
tdlicos empleades sont Zn, Ni y ¥g a concentrecionss ¥/20,
eada uno de les cunles aetfa separademente eon glicoeola, -
alanins y 1isina, bien ¥/2 § ¥/20,

la presencia del ging es causa de inactivasidn de la -

enina sun en presencis de glieocola, alanina y lisina, of

bien no es tan enfrgiea eomo en el caso de no estar presen-

tes los eminedoidos,

El nfquel ya no tiene tar mereads influencis desacti -
vante en presencia de lon rminofeidos come cusndo se le hee
ofa aetuar solo sodre la fosfatasa, siendo merecsda la dife-
reneia eristente en 1z ecoifn conjunta segun que la concene
tracifn del aminofcido sea X/2 § M/20 en el sentide de ser
notablemente superior la insctivacién en ol primer ecase,

Bl msgnesis, am en presencia de les aminodeidosyojer-

ce au funcién sctivadora sisndo agfmismo de destaear la ine



fluencia que sobre ella ejerce 1a ooncentrseifén del aminge-
docidoy & meyor coneentreeidén de éste 1z netivaeién es menen,

El heoho es generanl, a meyor concentraeidn del aning -
dotdo el poreontale de fésfore hidrolisado es menor, indg -

pendientemsnte de 1la agel én agtivante ¢ desastivante que -.

_o_prurft el metal sole,

Cle

Fagando ya de la fosfatasa & esus modeles, se ensayé en
primer lugar ls acoién independiente que ) pudisran ejercer les

aminofeidos gliecesla, 1isina, doidc aspdrtiee y eisteins,

sobre ¢l miemo sustrate y en los mismas eondieienes experi-

mertsles, les amincdeidos anteriores se enseyan s eoncentry

eienes X/2, ¥/10 y N/20 & pH 7 astuando dursnte euatro he-~
res a 808, encontrindese débiles neciones sedre el glicere-
fosfato nddiee por parte de la glicocola y lisina y algo «-
nfn_petables con cisteims ¥y eobre todo eon el deido sepdrti
eej en todos les onsos el pereentaje de fésfero lidersde es
tanto myor cuanto mayor ee la eoneentraeién del sminedeide.

Gemo quiera que sobre les modeles de fosfatass habrd -

de ensaysrse asimismo la influeneis conjunts sminodeido-ién

metflico, investigamos también ls variascifm que experiments
1a sceifn debida independientements a los aminodeides por -

1a presencia de metales, y asf a la glicoeola, lisina, eis~
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teina y feido aspdrtico N/20 les hacemos actusr eon magnee-
sio, ecaleio, niquel y cinc bajo las mismss condiciones expg
rimentales snteriores encontrande que ¢l ¥i eeasione uualn;
to de aetividad en presohcia de los ouatro aminodeidoe,siep
do méxima en el caso de 1s cisteinaj en el reste de los ea~
eos, excepciln del eintcina-Za, los metales coasionan d!iﬁ;
mueidn do 1la aetividad que independientemente ejerefa sebre
ol sudbstrato el aminodcido respeetive, llegando algumas ve-
ses inoluse a anularla, |

Con estos resultados experimentales como -ntoeodonta;

tanto les aggno&oiﬂeg como el sistema nulnoicido-mutal, ge
hicieron sgtusr sobre les modeles de fosfatass, deidee orte

Y pars-aminobenzéiecs, weaminoasetofenona, foido niectfnice
Y benzoil-eardinol y el conjunto se calienta eon el sudbstyry
to de glicerofosfate sédieo tampenade a pH 7 durante cuatyre
horas & 808} los aminodeidos alanina, glicoecla, lisins,elg
teina y feido sspdrtico se utilizan a concentraeiones W/2 y
¥/10. la actividad ques posse el models o-aminebenxoice, se
ve disminuida por la preseneia de todos los aminecfeidos en-
‘sayades, y slas dos concentraciones ds fstos y sumenta en «
relagién con la presentada por el sminodeido actusndo inde~
pendientemente sobre el sudstrate,
En el caso del p§aninabonzaico la actividad disminuye

también cuande los aminodeidos estan presentes, siendo mp~-

yor el descenso experimentade euando la eoncentracidn de éa
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tos es mener,

La aseién independients 4¢ la weaminoasetofenona sedre
el glicerofesfate en las mismap condieiones experimentales
se encuentra en todos l0s easos ensayados disminuide per la
presencia de les ocorrespond ientes aminodeidos,

los poreentajes encontrados en les testiges que neg -
suegtran la aceidn que ejerce el feide nicetfnicc eomo modg
1o de foafatass se encuentran disminuidos aungue ne en ag -
eha propereiém por todos los aminodeidos enszysdosg la ois-
teina y el decido aspirtioo que aislademente pro.lntuﬁ‘la ﬁ.‘
yor sotividad de les aminedcidos ensayades son les cue ocae
sionsn s su ves una disminuoién wenor em la aetividad del .
modelo aislade,.

le dévil actividad que presents el bensoilecarbinel ip
dopandientomeﬁte sodbre 2! svbetreto de glicerefosfato sédi-
co sonomodelo do fosfatapa,se encuentrs, en general, incre-
mentads por los aminofcidos eon Iba que se¢ ha ensaysdo eone
juntamente, resultando tambiém ligersmente inorementada 1la
aceidn indepentiernte ded sninofeide,

Cuando el sonjunto medeloeanino-foide se repite con -
adiocién respeotiva de los ioncs metlllios Mg, in, M1 y Ca,
tenemos una gerie de 3ns§yos 6n los que se pene de manifieg
to la veriacién que en 1la activided del modelo ejerece el «-
sistema aminoicideoiéa metdlice que ya ha sido independien-
tomente ensayade sobre el mismo sudstrate y en iguaid:d de

condiciones experimentales. Bn el c¢aso del osaminobenséice,
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bay siempre disminuoidn eon relaeidn al f4sforo liderade ip
dependientemente por el modele, existiendo también disminw-
eién eon relaeidn sl sistems aminodcideemodele,

En genaral, en el ease del modele p-aminobensfieo,hay
diemimucidn dol valer eorrespondfente al del modele selo -
sunque se eleva 6l del comjunte modele~aninodeido on susens
cia 49 metaless 61 valer del sistema modelo-ciateins-cing -
estd en consonencis eon el tamdién elevado porcentaje edte-
nido en ensayos anteriores para cisteina-cing.

Los valores correspondientes al conjunto weaminocacetos
fenona-sminofcido-metal mon an todo momento {mferiores al -
wior presentado por el modelo sislade y spemes presenta vae
riseifn rotedle eon relseién al percentanje de fésfere bhidrg
1imado por &l sigtema sminofcidc.models er susencia de mg «
tel.

Aunque en pacuefs proporcidn también se encuentran dig
minuidos lus porcentajes del deido nleetinico-aminodcide -
por 1a presencis de metaless ya anteriormente el amindoide
Babfu disminuido lr aceldn independiente del modeleg ¥dinica-
munte hey uns eieveeifm algo spreeciadle en el sistemn wode
lo=cisteimm~cineg, de tcuerdo eon inerementos anélegos edsex
vados anteriormente y von la elevueiln propia del sistems -
cisteina=cine airlade,

En el caso del denzoll-earbinel la presencia de meta--

les ocasions, sobre todo en el caso de expled de Zn, dismie
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mieién de 1o metivided eon relseidn al eietema modele-aming
dcide que comp se reeordard resultf asfmismo débilmente ine
eremsntads eon relscién a la sceifn independiente del meds-
le ainladey o) Acido aspfirtice que presenta, tanto aislado,
eome unide al bdenzoileeardinel, sceifn relativamente endrgl
ea sodre el substrato, es por tanto, el que ofrece cifras -
de T3sforo hidrolisade mis elevadasi también el cinec en es-

te onso hace descender metablemente el pexrcentaje.



PARTE EXPERIMENTAL

WA SR IR RN WIS e I

A),- INTRODUOGCION AL CONOCIMIENTO DE IA FOSFATASA RENAL

DISCRIMINAGION PREVIA DRI EFECTO DEL TANPON RN PRESKNCIA
DE IONES METALICOSy RASCK DX JA PREFERENCIA POR EL VERONAL

Como habfs de utiliszarse una soluc!én tampén en las tn-
vestigaeiones de aetividad de fosfatass y medelee de fosfa-
tasa sobre un gubstrato de glicerofosfato sfdiece a distine-
tos pH, aetuando tanto aislados eomo en preseneiz de cieres
tas sustancias que habfan de ensayaree como aetivantes de -
su aceidn enzimétient aminodeidos, metales, hudbo que pensar
en la eleceién de una solueién que pudiers astuar a le lare
go de toda la esesla de pH pers evitar dentre de ella migms
las posibles variseiones que on les efestos setivantes ¢ -
desactivantes pudieran ejereer las distintas sustancias ut]
1isadas en su regulaeidn,

El tampén citrato-NeOH ¢ ¢itrate-ClH presentaba anoma-
1fas cuando observdbamos la aceién de les metales sedbre lee
modeles de fosfatasa en ¢l sentido de disminuiy su aceién -
independiente sodbre el substrato, Como adexds leoe distintes
tampones que utilissn solueionss a dase de fosfato estan vy
dados légicamente en nuestro easo, la eleecidn queda limity
da mayorments a les do guooeoh. agetato~veronal y clerure
aménico-amonisge, Este Gltimo verfs limitado su emplee sl «
campo alealine y la introduceién de la glicoeola on un sis-
tema en ¢l que vamos a ensayar distintos aminodeidos cen pp
sidilidades de intermecién no serfia aprepiada,

Ensayada 1la actividad de ls fosfatasa renal utilizande
tampén de cloruro aménieo-asmoniace cemparativamente cen la
que presenta disponiendo de las soluciones reguladorass de ~
gliceeocla-NaOH y acetato=veronal al mismo pH Sptime del on-
sima 9,16, se encuentran valores de P hidrolisado netorig «
mente mis elevados en ¢l primer case en relasién con les vy
lores ceincidentes empleande los dos fltimos, Cuande a refp
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fido gﬂ se tnvastign la influencis de lee distintos metales
2n, ¥i, Mg) sodre ls fosfatasa se encuentra asfmisme en ¢l
a0 de emples d¢ elorure aménico-amsnises valores execesivy
mente altos en relseién een los mostrados por les otros ;;!
pones, En ensayos ver:ficados a etros pX distintos del §

mo la aceifn difiere asfmismo en el case del eloruroe améni-
co-amoniace,

los encayos realisades con glicoeela a pH 9,16 de
vidad de la fosfatasa en presencia de metales ofrecen re
tedos ecoincidentes eon lex ebtenidos utilisando seetateeve-
ronal, pero la regulaeién del pH ns alosnss toda la soma ng
cesaria pera las experiensias que hadrin de realizarse,

le aplicaeién del acetatoeveronal en teds la extensién
de 1a eecals de pE, la regularidad en leos resultados com §1
obtenidee en ensayes previos de agtividad de fosfatass tan-
to scls eomo en presencia de ionee metdlices y la susensia
del ineonveniente eitado en la utilizeeién de la gl
al ensayar influencias debidae a la presencis de aminodeie-
dos hacen de este tampén el més apropiade pars les ensayos
que 2 oontinuseidn sc realigan.



ACTIVIDAD DE 1A FOSFATASA KENAL,.
8.~ Mgdida de ln satividad enzimdtiss.-

En o] estudio cuantitative de la eetivided de la ensi-
ma utilizemos un método analfticoc segurc que nos permite dg
terminar al término de su aceiln la cantidad de fésforo in-
orginieo liberado dosificdndcle segin la téecnion soloring -
trica do Brigg (1) fundsda en la reduseién del fosfomelibia
te aménico a azul de molibdeno por la aceidén de la mesels -
hidyroquinons«gulfito sédieo,

Ja téonics original se ha modificade (2) sdapténdels s
lae condieiones exigidas por las peculiares caracterfstieas
de los 1fquidos que se ensaysn,los cusles contienen cantidg
des pequefing de sustansias precipitables por feido trielorp
aedtioo,

las caracterfsticas del conjunto de hidréltsis varig -
rén segun el problema qus se plantee en el ensayo correspep
diente ~concentreseilén del sudstrate, pE, cantided de ls en-
£im8 opee « asf eomo las condicienes experimentales -tempe-
ratura, tiempe...- de eada operasifn, |

Una vez transcurridc el tiempe de zceidn ds la enzime.
y suspendids su aetividad por un dessenso rdpido de temparg

(1)e- Briggs Jo Biol. Chem. 59, 285, 1924,
(2)s~ Lora y Segowis, Anal, Pis,y Quim, 34, 363, 1936,
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turs, las operasiones que siguen a la hidrélieis van fundas
mentalmente dirigidas como se menciené en el oﬁo coTTesPIR
diente a le actividad ds les modelos, a sdtensy una disoclue
cidn de fosfate de concentraeién adecusde pera ls mayer exsg
titud del procedimiento utilizade en la valerseién, |

Bl cfloule de 1= concentraeién ds P en 1a disolucidn
cuya tmmromiu se mide fotecelerimftricamente, se¢ hace y
per medio de ‘.la regte extincidneconcentraeidn eomo se expu.
so asfmiemo sl hadlar del P liberado por les modeles.

be~ Determimseién del P thim de la fosfatasa renal,

Be utiliza eomo gudbetrato 5 c.e. de una disolucidn de
glicerofosfate sfdieo M/20, a 1a que se dfiaden 5 e.e. del
tampén correependiente de acetatosveronal segun el pl de -
que se trate; godbre este eonjunto ee hace sotuar 0,01 grs,
de fosfatasa renal recién odtenida en suspensién en 2,5 o
de agua dest! lada,

Bl dispositivo de hidrélisis es ecomo siguet

3 I1 I1X v \J i .ﬂ
Substrato | 5 ce, 5 ct, Boas] B eoe|B ce. 8 ee.
Tampén pH | 5,04 | 6,04 | 6,76 | 8,12 | 8,45 | 8,88
Posfatasa | 0,00 {0,001 | b.ox 0,01 ] 0,01 | 0,01 grs.
Agua seee | 2,5 2,5 2,5 2,6 | 2,8 2,5 ee,
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g ‘r.v
vii vin x X a
I T
Bubstratoeees| 5 ce, Bee. | Beooe | B oo, | 8 ce,
’lﬂp‘ﬂ P! see 9’18 9,‘8 9,91 10.‘6 1°'7
Yosfatess ... | 0,01 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,02 m%
Agua cseens 2,8 2,8 2,5 2,8 2,5 -1

\

Simmlténeamente se digponbn--’iou correspondientes tsstigos -~

sin ensimat

ﬁvbatnto sodf 5 ae. 8 ecey 185 oo, B ee. . ese
arpén pB .od 9,08 | 9,88 |9,90 10,46 | 10,70
Ague c.uhuconj 248 2,8 2‘5 2,5 | 245 ec,

vrm--
1 o 8 1T w |} v vz
Sudstratosss | § co. 5 se. 5 €0 8 co. | 8§ oo, 8 e,
[Tampén pE .. | 5,04 8,04 | 6,76  B,12 | 8,45 8,85
lkm ssseconsn 2,8 2,8 | 2,8 2,8 2.5 i L 2,8 eey
- .

asf como loe testigos sin substrato,




X Ixi Iv v VI
+ e SHEERES —
Bubetrateeee 5 u.] § e, | O 0. S ooy B 0o, |5 ee.
Tampén pH .o | 5,04 | 6,04 |6,76 8,12 | 8,45 |8,88
Fosfatass oo | 0,1 | 0,1 |]0,1 0,1 | 0,1 |0,1grs.
AGUR esocess 248 2,8 2,5 2,8 { 2,5 2,5 ce,
vig YIIl x 1| X X1
L U S O |
Subutrato... S oce [ B eo, | 5 ee. B eee | B ec,
Tampér pZ ., Sel2 9,58 9,91 10,46 [10,70
Yoafutasa .. 0,1 0,1 0,1 Oyl 0y grse
Agus seesecs 248 2,8 2,8 295 2,8 coe
i

E-tos tres conjuntos se calientan simulténeaments em un tegr

mostate a 37-38¢ durante uns hora, sl cado de la cual se ip

troducen inmediatsmente 1os tubos en una mesecls frigorifies

para suspender la aceiln de 1a enzima,

Del total de 12,5 ce, que componen cada tubo de ensaye,

proviamente ben homogeneigados, tomamos 1 cee al que afiadf

mos 8,5 co, de agua destilada y 0,5 co, de Scido diclorescd

ti00 en solucidn al 20%; se deja estar unos minutos y se --

filtra, tomendo del filtrado eantidedes variadles, determi-

nadas en ensayos previos, que ce diluyen hasta un total de




w78

giete centfmetros cdvicos a los Qne se afiaden les 5 ce. eo=

rrespondientes de moliddato amdmieo, hidroquinons y sulfite

sédico, Be deja eatar el total de 10 ea, durante treinta nl

nutes al cabo de les cusles se hace la lectura colerimétri.

e,

En ente ensayo vamos a exponer los wvaleres de las trang

parencias nbaorvadaa.‘pues €110 ha de cer¥ir de valiosa «-

orientacidn en 1a inﬁerpretaoldn relativa de les porecentp -

Jes, ya que errcres en aquellas perfeetamonte admisibles «-

-una 0 dos unideades~ se traducen a su vegy, por la elevada »

dilucién a que se opera, en varias unidades en los tantos -

por ciento de P hidrolisado,

Valores de las Transpurensias a les distintos pH.

1 Jtn rx({v | v |ove | virjvinf x| x [ xx
pii/400 | 8,04 [6,04 [6,768,12(8,45|8,85(9,18]9,889,91 10,4 10
Tomando
5 ooy | 6105 (88
’{"‘:ﬁ‘ 89,887,637 |24 | 28 | 22 | 22 | 23 |23,8 5
Tomsndo '
oce o 94 |93 46 | 43| 42,8 42 4; ‘,‘ 45| 54
Tde eeo a2 | 43 [43,8
Ido aese 43 42 “l 42 ‘3 48
Tde oee 42 | a0 | 40 |40,5}42 | 46




A partir de lag extineiones sorrespondientes a estas -
tramspareneiss caleuladas en tablas (1) adecusdas, se hallan
les miligramos de fisfore oxistentes en 1 ee, d¢ la solusiéa
observada, 10s cuales multiplicados por la dilueién a que -
se opera nos dan los mnigmen. de féefore hidrolisade en -
1 co. de solucidn original de dster; teniendo en cuenta loe
niligramos de fésforo existentes on 1 ce, de¢ toho“a ¥/20
del sudbstrato caloulames los porcentajes de P hidrelisade
que se exponen en la tadla siguiente, En les c&lenlc; se -

han descontado las extineiones dedides a les testigoe ep --

rrespondientee,

bl n‘ﬁhg& 1ol otk | Tiiveriesde e |

5,04 0,0800 8,16 £
8,04 0,1015 6,84 "
6,76 0,8760 56,8 °
8,12 1,3000 83,87 *
8,45 1,4500 93,54 *
8,85 1,5000 96,77 *
9,18 1,5600 98,72 "
9,58 1,4750 | 95,16 *
9,91 © 11,4800 93,54 *
10, 46 X 1,3000 83,87 *
10,70 -0,9600 61,29 °

(1).= A, D, Marensis "Fetometr{a y su aplieaeién al andliste
Bioldgico”, pég s, 45-46,



A partiy de las extineiones ecrrespondientes 4 Ustag »
trungparencias ealoulsdas en tablas (1) adeeusdas, se Dallen
les niligremos de¢ fisfore existentes on 1 e¢. 0 12 solweiln
obeervada, 1os cusles mmltiplicados por 1a é&ilueifdn a que -
se cpera nos dan log miligramoe de fésfore hidrolisede em -
1 eo. de eolucién original de éatery taniendo en cuenta les
miligramos de fésforo existentes em 1 eo, @s solueidn X/20
del zudeirato esleulamoes los porecentajes d¢ P hidrelisade
que se exponen en la tebla siguiente, Nn les cflenlee se «
han descontado las sxtineiones dedides a2 les testigos o -

rregrondientes,
pi/4s i e, oPigina) de T i ”i Nisol ede .
8,04 040800 8,18 £
8,04 0,1018 6,84 *
6,70 0,87850 56,86 °
8,12 1,3000 83,87 *
8,45 1,4500 93,54 °
8,88 1,8000 96,77 *
9,18 1,5600 98,72 *
9458 1,4750 95,16 *
9,91 1,4800 93,84 *
10,48 1,3000 83,87 *
110,70 _0,9500 {81429 *

(1)e= A.D.&reuu *Fotometrfa ¥y su aplicasifn al andligie
Biolégice”, pég s, 45-46,



-T8 -

RKstos resultados se expresan gréficamente en ls gréfiea 2,

De ello se deduce que en las eondiciones expesrimenta--

les anteriormente fijadas de tiempe, temperstura y ecoenecen--

traeifn, sl pH Sptimo pera la aceién de la fosfatass remsl,

estéd eomprendido en la zoma 8;.8 - 9,18,

¢.- Infivencia de la goncentraaifn del substrate.

Este ensayo se realiza a pH constante 6,76/400 salen--
tando en termostato a 37-38! durante una hora S ec. de o0ly
eién de g]!cerofosfaio gSdico a distintas coneentraciones,
5 ee, del tampén correspondiente de escetato-veronal y 0,01
grs, de fosfataea suspendida en 2,5 co, de agua destilada

eon arregle al siguiente dispoeitivos

I IX 11X v v
8 ce.substrato | X W2 | ¥1o | Wzo | Whoo
Tampén pn 6.?6 5 ee, 5 eeo, 5 ee, ‘ 5 eo. 8 ee.
Fosfatasa grs. | 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
Agua 66¢ seese 2Q5 2.5 2,8 2,8 2.5

Con los correspondientes testigos lln'onzigg,




I IX | 11t Iv v
!#‘ i e ==
ce., substrato | X W W10 W20 | W100
mpbn pH 6,76 5 we. § co, 8 ce, 5 ec. $ eo.
COs sosee 2'5 2,8 2,5 2'5 2,8
y testigos sin aubutrggp.
8 e,0. ngo

8 e.¢. tampin pH 6,78
0,01 grs, de fonfatases

2,5 c.0, agma

La valoracién del f8sforo liberado en eada uno de los ensas

yos se realiza segfin la manera descrita en el apartsdoc antg

rier y con la dilueién eorrespondiente al pE andlego 6,76,

El resultado es ¢l eiguiente!

Concen- | mgre, de P pre- | Mgre, de P hidrs [FPoreentaje 1
trecidn | sentes en 1 ce. "~ 1isados
X 31,8 3468 11,4
74 15,75 4408 25,7
M/10 5,18 1,20 34,9
/20 1,87 1,09 70,0
/100 0,318 0,28 7943

De esta serie de resultados se concluye que la hidrélisis ~
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Gréfico ne 2
Variseién dsl P hidrolisade eon el
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muments s medida gue disminuye 1la econeeniragifn del substry
to sobre ) cue agtéa la fosfatase remal,

El dfspositivo de h_idr'!unla es dGnico!

T ihxx‘ ‘ 331

B ca, éster X/20
8 ce. tampén veronal 6,76 Ia. 14,
0,01 grs, fosfatasn

245 e.0,0 agus

eon los testigoes eorrespondientes sin enzima y sin sudbetra-
tos

1 1’ 1nx° 1
8 oa. éster X/20 j "
& eo. tampén 8,78 1. 14,
2,0 Gets agme Aj
e ,—’
i ‘:/’ Y /



' e 1Iree. |
5 6.0 2gus
5 ce0n tampin 6’75 !‘, 18,

0,1 grs. fosfatasa

248 e,0, agua . l

e

la temperatura de calefaccifn en el termostato es la misma

que en los ensayos anteriores 37388 y el tiempo de durgoién
undy (1, 1° y 1°°), dos (II, IX* y II°*), y tres hores (III,
II1° y II1’°), vespeetivamente, al eabo de las euales eesa «
la aceién de la enzima,

la valoragién arroja los resultados siguientess

de P
Tiempo :g:;;lg:,g. Poreentajs
1 hors 0,950 61,2
2 horas 1,250 80,6
S horas 1,360 9749

on donde se observs un asgensg en el porcentaie de P 1idery

do_eon el aumento del tiempo de econtaeto, pero ys eon uns -
hore de sceién se ba hidrolisado mis del 50 £ del éster em-

Pleadn como substrato,

¢.~ Influencia de los iones metdlicos sodbre 1- actividad de

1s_fopfatass renal.
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Be determina en este ensayo la variaoién que experimen
ta 1» actividad de la fosfatasa dedbido a la influencia de -
los 1o§ee metdlicos megnesio, eine, nfquel, eslecio, alumi -
nic, sodic, hierro y manganeso, todos elles a concentraecién
iVéo. sobre un nubotrato”do glicerofosfate /20 tamponade -

eon solucién de acetato-veronal a 37-38¢ durante una hora,.

I 11
5 cece de oudbstrato 6 cs0¢ de cubstrato
5 e.c. tampén 8,8 8 c,0. tampin 6,8
0,01 grs, fosfatasa 0,01 grs, de fosfatasa
240 0ece de sgua 148 cec. do agua |
1 e.0, oolueién mot‘lio* |

variendo en II la naturalesa del metsl utilizades en loe e
sos de mognesio, cine y nfquel se ensaya asimismo 1@ variae
¢ién de 1a influeneia con el pll By33 6,8 ¥y 9,18,

Después de 1a colefaceién se enfrfa con bielo y del tg
tal de 12,5 c,c. e toma 1 c.0, 21 que se afinden 8,0 c.c.de
agus y 0,8 c.é. de dcido tricloroscdticos ge filtra y del -
filtrado se toman 1 § 2 6.0,y segin el figforo liberade, se
diluyen con ¥ c.e, y afiaden los tres cent{metros cddbicos o9
rrespondientes de 1s eolorimetrfa del P,

En estas ecndicionee experimentales los resultados son

los siguientest
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N pl 8e3 6,8 | I %16
| o s 1 , . ,
Sin metal ... 6,4% o ¥ 63,8 %
Nognesio esses s % 60,7 % 9¢ %
Oine vessocse 1,8% 5,8 % 15,1 %
Efquel cessee 3,87 9,8 £ 1s £
Calei0 seece @« £
Aluminio eeee 8,08 £
50410 cecvoes 47,8 %
Hio?r0 ovecececs - “ £
Manganese ... 1 » %

Do donde re deduce que @nicamente ¢l fén msgnesio asctée ao-
tivarndo 12 Ni'r8linis ersimftios de la fosfatasa renal, R}

eine anf como ol nfcuel presentan fuerts imnotivagiln s tee
dcs los pE ensayades,

fo- Irfluencie de 1= ooneentraeifn del megnesio en su poder
sstivente,
Se disponen uns serie de engayos de activaeifn de fope

fatzea reral per 18n magnesic varfando dniesmente en el dig
positivo 1a concentracién de &ste, la influeneis de l» come
centracidn se obmserva a los pi 5,33 79 ¥ 9,16,



) § 11 11X
Ester ¥/20 8 e.c. S ec. 5 ee.
5 cc.taMDéﬂ 5.32 7.’0 ’.16
Fosfatase 1 eter. 1 ctgr. 1 otgr.
2,5 oo, Ng**M| 2,5 oo, lg‘*l 2,8 oc, ig?*i
I’ ) § &d I11°*
Reter ¥/20 5 co. 8 oo, 8 ce.
5 cc.tampbn| 5,32 7,90 9,16
Fosfatasa 1 otgr. 1 otgr. 1 etgr,
2,5 00 Mg**/20(2,5 co dg*ti/20| 2,8 ec.Mgtti/20
14 1re’ 111°°
Ester M/20 5 co. 5 ec. 5 ee.
5 oc.tampdn 8432 7,90 9,16
Yonfatasa 1 etgr. 1 otgr. 1 etgr,
Am satnoee 1‘5 G0y 1'5 ce, 1’5 .7, 9
1 00.‘8‘“.“/20

1 coJlig’ W/20

1l co .lg++ﬁ/20

———

Se disponen asfmismo loes testigos sin metals




T I T tx;gr
_#
Ester ¥/20 8 es.s 5 ee. 5 eo,
5 co.tampén 8,32 7,90 9,16
Fosfatasa 1 etgr. 1 otgr,  1eter,
Agus sse00e 2,5 ee, 245 co, 2,5 ac.

Este dispositivo de hidrélisis se celients durante una hors
8 37-38% y se epera después de la calefaseifn exactamente -
igual @i en el caso anterior, |

los resultados ebtenidos son les siguientest

T T N
pH 6,32 Te® 9,16
2'5 ce. agua . 6;4 % 51'9 ’ 63‘5 ’
2,6 co.gh'H 1,6 " 2044 " 37,8 *
245 oe.lg’ /20 6,8 * 52,0 * 72,4 "
105 88 nzo ’ - g " Y . L
1 ec. Mg M/20 8 72, ol
De donde se deduce que sl disminuiy la comonga_g_@_uz_.-

1én mgnesio en el sentido indieado se favorece ¢l incremep
to de 1a aetividad de lo fosfatasa, pudiendo 11 logarse hagts

a produeir efeeto contrarie al peruguiao cusndo la cencen-

traeidn se eleva; ol efeeto aotivador aleanza su mixime o=
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teneis en el pE dptinp.

B,- ACCION COMPARADA DE E TERASA Y AITIDASA Y SU INFUENGIA
POR AMINOACID( S, SO10S Y CON IONES METALICOS

En esta serie de ensayos procedemos a investigar la ag
cién que posee la fosfatasa renal sodre un subdstrate de fey

femide (1) en solueidn aeuosc=alcohdlicy (50 %),

®.- Aggifn gomparsds de s enzimas

Hacemos actuar en este snsaye la fosfatasa renal sobre
substratos de glicerofosfate y fosfamida a concentracieones
fguales /100 tamponados a pH 6,7 eem scetatesveronal y ea-
lentando el eonjunte a 37-388 durante una hora,

En estos enssyos so ha preparsdo una disolueién dnfes
de substrato-tempén (pH 6,7) diselviendo la eantidad ecaleg
lade ce glicerofosfate o fosfamida en la solueién acetate-
veronal de modo que la conecentraeién resultante ses ¥/100.

Bl diepositivo de hicrSlisis est

I : . ¢ 4 A
4 co.enter X/100-tampén pH 6,7 4 ee.fosfamida X/100-tampén 6,7
0,01 grs, fosfatasa 0,01 grs, fosfatasa
2 99, sgua 2 oo, agua
(1).- Abrevisdamente designames cgme fosfamida al aminofes-
fonato de dibencile K N.F~ N Lors y G,Baluja
\ CRz~CgHy

Anel,Fis,y Quim. CHp - CgHy



eon los correspondientes testigos sin onsigzt

44£o

vgl

4 cc.oeter W/100-tampén pH 6,7

2 ea, agus

y teatlgo' sin substrate

1°*
4 co, tampén pH 6,7
0,01 gr. fosfatasa

2 c.Co agua

4, ec.fosfamids XM/100-tampén 6,7

2 co, agmua

11

4 ee, tampén pH 6,7
0,01 gr, fosfatasa
2 e.00 agua

Enfriando eon hielo después de la calefaceién, se toman del

total bien homogeneizado 4 cc, a les que se afiaden 0,8 ce.

de deldo trieleroacéties al 20% y 3,5 ec. de aguaj se file

tra v del filtrado oo toman 1 § 8 ec. ¢cn diluecién hasta un

total de siete 2 los que se afiadon los correspondientes 2 -

los tres centimetros efibicos de reactivos,

X1 resultado de la valeraeién est

bt P, s

@licerofesfate Yosfamida “TT

ngrs. de P hi- 0,000
d!ﬂli!&“/ﬂocv

Poreentaje 20 §

0,018

4




Como puede observarse, la fosfataga rensl (oue 1leva euatro
meges conservada en desscador de vaefo) ggtfia rugho mfs ip~

ENSs Mol s BB ULIC @ [$A L} LB LS FirCarey BRI 3 I8 ISR o

Como siempre que efectuemes investigacienes utilizande
como sudetrato el aminofosfonato de didensilo, haeemos ag ~
tuar simulténeaments la fesfatasa eodre l0s correspondiep -
tes testigos de glicerofosfato ya que la activided varfa sg
gin el grado de conservacidn de la enzims, Como en el case
anterior la concentracién de los sudstrates os ¥/100 y o~
tes se encuentran tamponsdog en la miams disolucién cen aeg
tato-veronsl a pE 5,32, 6,76 ¥ 9,163 sobrs elles se haoce ag

tuar 1a fosfataan renal durante una hors a la temperatura »

de 37-388,
1 J IX 111
g |
4 cc, de glicerofosfatoetampén
P52 | o 66 pH 9,16
Tonfatasa <o 1 etgr. 1 etgr. 1 otgr.
Ague secense 2 e.0, 2 e.0. 2 ¢t




v ‘ v
4 0.0, Tocfamida=tampén

5,32 6,76 9,18
Fosfatasa 1 etgr. 1 etgr, 1 etgre
Agun seee 2 6.0, 2 e.00 2 e,0.
Con los teatigos ain ensima

N -
‘ 1’ x°

4 ce, glicerofosfato ¥/100«tampén a pE |

—

| 5,82 6,76 9,16
Agua sevess 245 eo, 2.5 0S8 248 eo,
—
} & Ad v’ | vI°*
%: H‘ " ’
4 ae, fosfamidaetampfn pH
5,22 8,76 9,16
2,5 co, 2,6 oo, 2,0 co,

agua s0e0e®

Y testigos sin substrate
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Yosfatase .+«

Agua sessese

S 1X** 3§ S
B ec.tampin pl | 4 ec.tampén 4 cc.tup‘a‘-ﬁ
8,32 8,76 99186
1 etgr. 1 ctgr. 1 otgr.
2 @¢,0. 2 0.0 2 gt

Interrumpida la seoiédn de la enzima al cade de una lora de »

calefaceién se hase uso en la valerascién del fésfors 1idery

do de las cperacionss apuntadas en el apartsde anterior,dap

do eomo resultadet

~S2udbestraste ]
@licerofasfate - ' : Foufanida
. r— . g -+
pE 8,32 | 6,76 9,16 5,52 | 6,7 | 9,16
Mgrs.P| '
hidre-|0,0186} 0,000]0,171 0,013 o.m‘ 0,014
lisade
£P 5,1 |29 (85,1 442 6 4,8
| I . |

Se eonfirms el uumanto notadle del P hidrolissde s pH slea-

1ino utilizando glicerofosfato como substrato y 2o obaorva

que apenas existe veriseifn en el o280 d¢ la fosfamida tanm-

to e pH decidc como alealing,




Vamos a ensayar shora si la 200ién que la foofatasa Ye-

nal ejerce sobre un substrate de fosfamida experimenta algu-

na veriseifn eon la disminucién de la concentraeifn del sudg

trate, las concentraciones que vamos a comparar sem ¥100 y

M/4635 tanto a PH 7 como 9,16, disponiendo a su ves de los en-

sayos anflogos utilisando glicerofosfato sédico gomo sudstrae

te, Ias condiciones experimentales son como en los casos sntg
riores una hora de czlefaceifn a 378389, utilizande ¢l g} =
guiente dispositive de hidrélielist

I IX 111 v

4 ce. glicerof, i/cc.gitcerof 4 ce.glicerof,] 4 eaygliceres
¥/100-tampén 7 | 1/100-tampén 91| W/463-taupbn 7} K/463-tanpln 9
¥
t:::a- 1 otgr. 1 otgr, 1 otgr, 1 etgr.,
Agua 2 e.00 2 o.0, 2 ¢q0, 2 g.0,

Y vl YII AL YIIX 4
4 ee.fuafan.ll/mo‘«t co.foefan, ‘} ce,fosfan, | 4 ce.fosfan,
tampén pH 7 tampén 9,16 |M/463-tamp, 7 | M/463«tanp,9,1
Poefatasa 1 otgr, 1 etgr, 1 etgr, 1 etgr.
Agm 2 GeQp 2 8,0, 2 e,0, 2 0.0 J*




Con les correspondientes {estigos sin snzinmet

o 98 »

I’ I11° 113 Iy’ ﬂ
—

4oo.ester 4/100 |4cc.ester M/100|dce.ente r/«s
tometn B 7 0 |tannin TR 9,1 |Sanpén PR 7 ey e o,zq
Aguna 2 ee, 2 ee, 2 “-' 2 ec.

4 VI Yix vIIX
4 co.fosfamida | 4 cc.fosfamids | 4 cec.fonfamida]| 4 ceumesfanmida
Yampén pH 7 Tampén pH 9,1 | Tampén pK 7 Tampén pi 9,1
Agua 2 oo, 2 ote 2 eo. 2 ¢o,

y testigos sin sudbstrate!
x” xxl'

4 o8, hllp‘ﬁ pﬂ 7
1 etgr. fosfatasa
2 cc. agus

4 ess tampln pH 9,1
1 etgr, fosfatesa
2 ec. agm

1

Los resultndos de la valorasién efectuadas a le misma dilue

eién de las snteriores experiereias a) y b) y eon arregle

a las mismag operaciones nﬁaimiontn a la ealefaceién «-



‘r_
L 9,1

y
Ez?i 0,090 | 0,17
E‘? e v

. —

En donde se observe un aunento en el percentale de féefors
1idersdo o) dismirair la eoncentrasifs del subtstrate &o fag
famides a1 pasar de pE neutrs & alealine dentre do une miee
me_goncentrasién X/100 o I/463 se sdesrva sclamvie weris--
o1én srreeiable an 1z solueién ds eubdstrate wis diluida e
o1 saso de fosfemidas

Fa wn errayo indevendilente realissdo del anterier ine
vertipenon In varineifn aue exveriwests la setivided ensie
nétion do In fosfatass & PH 8,32 gon sestatoeveromsl sobre
un midstrate de fosfaxdde con 1 varizeife 6o su ecneentyy
oidn segle o1 almnients esnvemat

g

 §

,
4 otefonfan,l/100utarpién 5,32 | 4 eoofoslon,i/300-pH 5,32

1 otgr de foafatase | 1 etgr. 4o fosfatem
Fz Calte de apun | 2 8.0 48 sgm

4



Y los tentigos ain subsirato ¥ sip enzima.

985 -

I’ 1’ 111/
, T -1
4 ec.tampdn ﬁn 5'52 4 ee.fosfamldn 4 'Q‘gggggm;dg
¥/100- tampén 5,3 N/300-tampsn’s,3
1 etgr, de fosfates o
2 e.,0, agua 2 c.c. agus 2 c.0, 2gua
i

lag operaciones que siguen a la hidrélisis eon exactamente

fguales a cuando se estudia la misma variaeién en los bﬂ -

neutro y alealine,

El resultsdo de 12 valorseién es?

Corgentracién del substrate de fosfamids

Mgrs. P hidro-

N/100

1£88d0 seeceee 0,013

£ P YT YYYY Y 4,2

W/ 483

0,014
14

-

Viéndose aefmismeo un_incremente de le netividad de la

fosfatasa renal sobre el substratc de fosfamida al aumentar

1a dilucibn de dicho subetrato a pH 5,3,
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Para investigar si 1a eantidad de fosfatase emplesda ine
fluye de alguna manera en el porcentaje de fésforo hidrolisa-
do de un substreto de fosfamida menteniéndose constante el pH
¥y la concentraeién N/100 del sudstrate, salentames a sv.Sss -

durante una hora el dispositivet

1§ ¢
o
dee.Losfam,¥/100~tampén 5,3 4 co.fosfam, /100~ tampén 5,3
0,01 grs, fosfatesa 0,02 grs. foofatﬁ.a
2 c.Cs nguUR 2 cece agua

juntamente con loe lestizos sin gubstrate

) ) § 44
' : .
4 ce.tampén pH 5,3 4 cestampln pH 5,3
0,01 grs. forfatasa 0,01 gre, fosfatasa
y taptige sin onzimm
x‘f

4 co.fesfanida X/100~tampbn pE 5,3
2 ee, agua
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Al final de la hora de calefaecién se introduee el conjunte
en hiele y previe tratamiento con £oide tricloromeétice se
lleva a 1s misme dilucién 1 2 30 que en leos ensayos anterig

res utilizando fosfomida y se valors encontréndoset

~JTosfataga utilizada
W57 . 2 888X. {

mgre.de P '

hidroli- 0,013 0,044
aado,. 00

ZP shee 4,2 14,2

Observindose que a] sumentar ls osntidad de spaime gus se--

Do la misma mpners que enssyamcs la influencia que efe}
tos iones metdlicos ejercen sodre la feafatasa renal agtuan-
do modbre un substrate de glieercfosfate |6di¢e, pretendemos
investigar ahora las variaciones gque debidas a la migms pre-
gencia exveriments le éetividad de la forfatesa sobre un e
subatrato de fosfamida, Se ensaysn les metales e¢inec, nfquel,

magnesic v eslcio a ooneentraeién M/20 juntamente con la fog
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fatase sobre fosfamida M/100-tampén de acetato-veronsl a --
les pH 5,32, 7 ¥y 9,16 compardndcle on todo momento eon les

testigos eorrespondientes que utilisan glicerofosfate sédi.

eo ¥/100 eomo gubetrate ya que la seotividad de la feefatase

eomo diJimos en otrs ceseién varfa grandements econ el mede,

tiempo de oonservacién ete, 10 que obliga a haeer siempre «

simulténeamente al encsayo prodlems, el ensaye 2estigo cen -

1a misms fesfatasa utilizada,

Rl dispositivo de hidrélisie siguiente se calienta una
hora a 373883 ’

 § IX I Iv Y
e
fosfamide~- | 4 co, 4.c0, | 4 cc, 4 oo, 4 ce.
tampén
plt 5,32 ., )
L
Yonfatasas | 1 etgre | 1 otgr.l ctgr. |l otgr, 1 etgr.
2 040¢ oes 320 BQO.ZB 320'-31 %o‘.' zﬂe‘c‘
) 3d b6 &4 111’
S +—
8lieerefe
fato-tampdn 4 oo, 4 cco | 4 00, 4 co, 4 oo,
PH 5'32 sas
Posfatasa « | 1 etgre () etgr, |l otgre | 1 etgr, ] 1 etgr,
2 8e0¢ ores 320 Héoazn, 350-!1 Héﬁolg Héabﬁu '
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repitiéndose asfmismo todo este sistemn para lee pi 7 y 9,16,
Uns ves terminada ls calefsceién se enfrie con hiele to-
mandese 4 c.co 2 168 que se afladen 0,8 o.¢. do dcide trislerp
scético ¥y 3,5 e.0. de aguaj se filtrs y el c.c. del filtrade
se lleva a 7 c.C. cOn agus destilads a los gque se afiaden les
tres cerrespondientes de la colerimetria del fSsfore,
Ios resultados obtenides en las eondiciones experimentp

les utilizadas son los siguientes’

Jonfanida, o
$ - _1, y .
pH Hg0 Zn £} Mg l Ce
HL S P m—
5,32 432 %1 35,88 [ 3,85 |5,128 | 4,2
” [ 3,8 s s 4,8
9,16 4,8 62 4,9 5 4,2
" | |
o w l o - "
Mm | B Zn | W Ng Ca
8,32 Bed 1,7 351 8,7 48
7 29 5,1 8,3 33,2 27,3
9,16 |85,1 6,7 15,4 67,3 49,8

Del examen de loes anteriores resultados se deduse que ugili-~
gande substrato de fosfamida /100 no existe variasién apre-




ACGION I AMTNOACIDOS SOERE IA ACTIVIDAD DR 14 FOSPATASA
HAL,

as= Aowifn aisleds de varics sminodeidos sobre la fesfatass

Utilisemos loes aminodeidos alanina, 1isins y cisteins
a concentraciones M/2 y M/20 actuando eonjuntemente een la
fosfatasa renal gobres un substrate de glicerofesfate sfdies
M/20 tamponande eon meetato-verons}l a pH 9,16, éptime de 1la
fosfatasa, oon arreglo a) siguiente eonjunto de hidrSlieiss

4 IX 111 Iv
Glicerofosfate 8 eeo. 8 eo. 5 cen 8 oo,
l’ampén 9168 o0 8 ce, 5 L 1Y b ce. 8§ es.

Foafatass seee |1 ctgr, 1 etgr. |1 etgr. 1 etgr,
Agus seevsvere 2,8 oo. | 148 c0s | 148 cu, 148 oe,

1 co.aminndei-
de 2 sesssen - { Alanina |} Idsina Ohtcina

R +
Los onssyos II, III y IV ge repiten a eoncentrasienss X/20
del aminodeido utilisade,

Bl conjunto se calienta a 38-39% durante una hora, se
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enfrfa con hicle y del total se toma ) c.e. al que se aften
den 8,6 e.e, de agua destilada y 0,5 ¢.0. de feido trislery
acfticos se filtra, y se toma 1 G.84 que me diluys hagta um
total de sietes a 108 que se afiaden les reaetives de la cole-
rimetria.

Les resultados son loe siguientess

Aminokelde W2 l W20
8in . . 9 o 0 ‘Q . e 50" ‘
Alaniaa cesvee 58,4 ’ ' 60 ‘
Iisina seccess 50;0 ’ 62 ’
Cisteina ss0ee 1,4 £ 1."

De dcnde se deduce que Jog aminodeidos slanina vy 1ist-

na no ejercen influeneia alguna gsodre la aotivided de ls --

fosfatana renal en las eondisiones experimentales eitadasg,
tanto a,qonotntrnli‘n W2 eome a ¥/20, la elsteina anbas

ooncentrasiones es cansa de inagtividad manifisete,

Se investiga la nceién de les mirtales cinc, ni{quel ymgnesio
Juntamente con les aminodeidos glicecola, alanina y lieina a

eonoentragiones ¥/2 y /20 en 1a setividad de la fofatasa re-



nal gon arregle al siguiente dispositives

o JOR o

1 n Jﬁ 131 ’ v v
Rgter ’(20 8 ”. B ec,. 5 ce, § oo, 8 eo,
Tampén 9.1| 5 oo, 8 ec. B oe, 8 es, |8 oo,
Fonfatasa | 1 otgr. | 1 otere| 1 otgrs |1 stera |1 oter
L;:h:‘f: glieocb,iﬁ/zop alanina/q alanine/20 xsazm/ﬁuuu/zo
-7+ 3botrdl IR T I I R
Agus oo s P8 LT 048 oo, 8,8 ee, 0¢85 a0y 0,85 cu, J

Una serie de ensayos exaetamente igusles a les anterieves se

repiten con 1a fnfea variseién de 1a sustitueién del 16n me-
tflice Zn“. por les 'l“ 4 lg“.

Finalizeds la eslefaceiln durante una hora a 37-38¢ ge

epera ¢on ol referido conjunte exastamente igunl que en ¢l -

caso de aminodcido sole,

Ios resultades se ssquemmtisan s eontimaeiént

¥etnl R 7 g q ,

'/2 ::.i 3445 oo B8 sees B8
Glieocola

/20 see

/2 coae 3242 seee 3048 sees 69
Alanina

/20 ene 32,2 eses 56 caes 96

/2 eeee 2009 eeee 29 e 8444
Ligina

¥/20 400 3056 cees 8568  saee 93
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Dol exzmen de lon resuliados expusstes se deduces 1¢), K1 einme
sun er presencia &9 les aminodeidos ensoyndog e¢ caps 4 insew
tivasidn de 1n fonfatace o1 Ddien on nevor grede que ls produciés
on susensin de mquellese 20), Bl nfqusl en preseneia de 188 -
rismos aminodoidos tanbdidn es eause 4 insetivaeiln sumgue en
mencr grado qun ¢! eine y en tambdidn muohc menor grade que 3a
producida solamente por el setal actusndo podre la fesfatase.
3¢), Quando o) magnesis eetd presents y la coneentracida ded -
aminodcide es K/20 1a setivided de In foefrtses sumenta aproxy
mademente on igual grade que suando e! sminsfcide s estd pree
sente on eambic, sl la eoncentracifn de) amtnodeido es W/2 no
ey variacién suy sersidble en 1s astividad de le fosfatesa.

C)s ACCION DE AMIWACIDOS QOF Y STN WEKTAL SORRE MOTEIOS DR
FORFATABA

1.~ Ageifn do los ntna‘u!qn sodre el pubstrate de glicerefos-

fato pfdico,

Se ensayan lee aminefeidon glicoeocla, lieine, cietoimm y
deido aspfirtice a eoneentrseinves W2, W10 y W20 sctuends -
sedre un sudstrate de glicerefonfate gldies W20 temponsnde o
eon ncetatoevaronsl a pil 7, B1 wubstrate ee disuelve en s 4f
golueién termin, rosultande une eoncentiueifn de la disolp -
oifn substratoetampln H/20, y ds ella se tomen pars esda ensg
yo & coe} @1 dispositive de hicrSlieie ep o] siguientes
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wacle
¢ 11 I11
Subgtrato-tarpén pK 7 4 cos| 4 co. 4 oo,
Agua ssevecsesvcncense 1 cce 1 ce, 1 eo,
1 cesglicogola de cone. | W2 »/10 X/20
1’ ) ¢ 34 111°*
Suvstrate=tampsn pE 7 4 cc, 4 ce. 4 ce,
Lgm Socscsssnsseanes 1 ece. 1 ce. 1 ce.
1 ce.linina de conc. ¥/2 /10 ¥/20
LF I** ) ¢ St ) ¢ 8 4ad
ﬂub:tmto-tamp‘n pﬁ ? 4 ce. 4 cc, 4 ece,
AgUB Lcsossesvscansee 1 ce, 1 ce. 3 e’t
1 ee.a.panfrtige cone, /2 ¥/10 ¥/20
x‘}, n"'
Substratoetannén pE & 4 ce. T ec.
AQUR cecuvctscassesee 1 ce. 1 ccs
1 cc.gigteina de oone. ¥/10 ‘X/20
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Como el 4cido aspirtiec no se disuelve a la temperatura ordi-
naria para dar lugar a diseluciones que posean la soncentra~~
cién deseada, ponemos la eantidad correspondiente ouidadesa--
mente pesada y el cent{metro cdbieco de agus destilade equiva-
lente al disolvente de las disoluciones smpleadas on les -
otros casoe, Gon la temperature utilizada en les ensayes 10--
gra ol aminodeido disolverse,

Este éonjnnto anterier gse calienta a 80f durante cuatre
hores y el f inal de ellas se enfrfa y al total de € cc, afiad}
mos 4 ce. de agua destilada. De los 10 oc, reeultantes se te-
man 2 c6, Y =0 diluyen con agua hasta 7 00, & les qu¢ se afla=
den los tres correspondientes de los reaetives,

Al deptnpar les tubes de ensayo en leos aue se ensays 1la
s0018n de 1a cisteina se sbserva un fuerte oler a 8K,,

los resultados obtenides son los siguientest

£ P 1iverado
Aztrofeide 2 ¥/10 | X/20
Glicocola .6 0,6 04 0,2
Lisina cecees 0,7 0s4 | 0,3
Cisteina eeae - 148 0,8
A, aspirtice; 3,4 242 1,4 |

Como se ve, todos loes aminofcidos ensanyados ejereen se-
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eién sodre el sudbstrato de glicerofosfate, méxima en ¢l easo

del decido aspdrtico, que varfa directaments eon la conecentry

eién del aminodeide,

II,« Influencia de qugyggzpcia de iones metflicos sedre la

accién independiente de los aminodeidos,

Se utilizan los aminedcidos glieocolas, lisina, cistel.

na, vy deido apndrtice a coneentraeifn W10 y sobre ellos se

hacen actuar los natales, megnesioy csleiey, nfquel y eine,-

euyo conjunte se pone en presencia del gudstratoetampén e

pi7s

R

Substrato=tampén 7
1 es. Qo n/io sete
1 ce. 801, ¥/20 ,,

Substrato=tarmpén pH 7
1 ceo “/10 de seesnse
1 ee, nnl, WZO Ty

3 b § 4 111 4 4
g
4 ¢ce 4 ¢0, 4 co, 4 oo,
GlicoecolalGlioecola] Glicceola! @1i00e0la

nz++ ™ | n* ot

) 44 [ 11°* ) 4 % & Iv?
4 e, 4 eo, 4 a0, | 4 eo,
Lisina Lisina | Lisina Iieina
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1 ¢ S B ¢ £ Xy’
- ' -lf < =
Subgtrato=tampén pR 7} 4 oo, 4 eo, 4 co. 4 cc,
1 cos N/10 40 .uees |Cimteina | Cisteins [Cieteina | Cisteims
-~ Y * 4
1 eo, sole W20 .00 | Ng Ce ¢ Zn
p —
) 11 4 4 ¢ v
-+ i
g;b';’:tffff? 4 co. 4 ooy 4 ee, 4 e,
1 ec. X/10 4o |a.eepfriice [a.aspirtice] a.aspértien a.nap&rtieoj
cee 801 +4 +4 +4 +4
228 .. Ng Ca " Zn

Tode el anterior dispositivo de hidrélisis se calients a soe

durante custro horae al cadbo de ias cunles se opera como

el ensayo anterior,

" En el ensaye eisteina X/10-niquel ge ebserva ls formee-

eién de una intense soleraeién rejeevinoss,

1os porcentajes de ffsfore 1idersde en cade umo ds les

ensayss se exponen a continuaoci’nt
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Aminodeide W10 Mg Ca | In
. . E—
@licosola ,, 0 GQ” 1’1 0,3
Ligine ceees 0,08 0,3 0” 0
Cisteina .o 1 '1 Ig‘ 2.3 3.‘
A, uspérticoe 0,8 0 1,7 1,8
-1 - ,

En ellee puede obeervarse que el ¥4 en presencia de los nin&

deidos plicoecls, 1isina y eisteine elevan o1 peroentaje del

4 hidrelisade eon relacifn s la aceién irdependiente “24 e

aminofoidos el resto de los metales emsayados disminmyen 1a

asoién que poses el aminofeido uo@do fneluso a Etauhrh

on algunos oReos,

I11.. Agoiln de aminofeidos sobre modelos de fosfatasa

Se onﬁymanah sorie de experisneias 1la inﬂumv!n .
que los mumincdoidos alanina, -glieocola,-lisinay-cisteina ¥y
doid- aspﬁrticc; ejerven s cencentrasiones W/2 Yy /10 sodye
los modelos dcido -amincbenseice, deido p-aminodanseice, --
W «aminoscetofenona, fcido nicotinics y banzo!l-éaﬂimla

Se enlientn durante cuatre heras a §0¢ ol siguiente »-

dispositivo de hidrflisties
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o=aminobenzéico
1 1X 11 IV
Subatrato-ttmpén 4 4 cc. ‘ (1 1Y 4 oe, # 4 e, |
Model® ,eee0s08090 02 mmol - 0.2-01 0o2mmel Og2mmel
AQUA csesceseoncne 2 ets - 1 oe, 1 ee, 1 eo.
1 co. aminodeoido - G1ieo00la|0licpeola [lisina ¥/2
¥/2 7,13
sty
v L £ L 298 Vit
- ﬁ-
:::';r:f:: 4 ee, 4 oo, 4 ecs 4 oo,
Modelo seees | 0,2 mmod 0,2 mmol | 0,2 mmel 0,2 mmol
Agua seeeees | 1 ce, 1 ee. 1 ec. 1 ee.
1 ce.aminee 1. P~ B
fotdo oo, |Idvtna 10 ...%m«, WY ;t:lco .ﬁi_miou,:
‘#__4 s F e _ a - .
4 | n 11X ! Iv
Bubst.~tampén pH ?f 4 ooy 4 co. 4 oo, 4 oo,
Mode10 eeecseevsssf0p2 mmol | O)2 mmol | 0,2 mmol | 042 mmol
Agua sescscesssses] 2 080, 1 eo. 1 ee, 1 ee.
1 ce.aminofeide oo - glicoeole glicocola | 1isina M/2
e ¥/10
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4 vi Yi1 i
Substeetampén pH 7 | 4 oo, 4 ec, 4 oo, 4 o8,
Xod010 sececescsee b.z w0l | Op2 mmol | 0,2 muel (0,2 el
Agus cessesscesses 1 eeo. 1 eo. 1 o0, 1l cee
1 cc.aminodeide o0 Pdsina rtico hspdrtice Jotstoins
) * 4o r e Wae 0
Asapinopnatofencns
s L
I T IX 11X T Iv
F B
hatetaupin pE ¥ 4 oo, 4 se. 4 ec, 4 o8,
4810 sesconnnee bcﬂ mmol | 0,2 mmel] 0,2 mmel 0,2 -011
essssssssens 2 oo, 1 ee, 1 eo, 1 o0
oo, aninedeide, - slanine flfeccelns | lisime
* | 7= P |
Agido nicotfals
= x| w ] v
+-r N — .
Subst,etanpén 7 4 oea, 4 ce. 4 o0e

Hod010 sneecese byhl 9,3“* 0g2mmol O,M ngm
&m eessReSRES

1 ce.antnodcide




Subst,=tomrén pH 7
Nodel0 sessesesese

AguB seessessceses

1 11 I v
e B B e IR
4 co, deces |4 ce 4 o0,
Op2mmol | 0,2mmel E,zmx 0p2mmol
'} 2 ee. 1 ces |) coe 1 o8

1 ce.azinofoido .. - a!;%ﬁ al l:na n;;;«u

. ¥ - | |

*‘
Subst.-tampin 7 | 4 ces 4 coo 4 ee, 4 ac.
Mode10 iescsess |Op2mmol | Op2mmel 042mmol 0oRmmel
AQUR seessseses | 1 0 1 coe 1 ces 1 coe
1 co.aminodcideo Pisteine Cisteins asaspirtice L. uo
i w2 10 * % v{e
Bengoil-sasrkingl

Vi1l

Subdst.etampén pH 71 4 ge. ¢ cey

Mo2018 sesssersses] 042 mmol [0 ,2mmod 0g2mmel Oy 2mmel

AgUus sseesscvsesse A l 00e 1 ee. | . 1 ee, 1 oo,

1 ec, aminofeido o] lisime sina usp‘rﬁea asaspértie
e Dwrg U Wt
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En la tabla anterior de les porcentajes de p hidrelisse
dos por les modeles en eu accifn conjunta men les aminodef«-
dos sodre el substrate de gliceroforfate efdice y en las eop
dieiones oxfcriunuln fijadae, puede observarse!
1¢), los aminodoides son en todos los easos eauss de la dip-
ninueién deo la netividad del decide prsminobenséiesy d dismi
mir la oconeentrasién del aminofeide es myer el -doim -
que experimenta ls aetividad del modele,

28), la aetividad que posee elmdels e-aminebensfice se ve -
asfmismo disminuids por la presencia de todes lees aminofei.-
dos ensaysdos ¥y u las dos eoncentrasionse de éstos. 1¢u1 we
que on el caso anterier la setividad aumenta en relasién eon
1a presentada por ol aminodeido actuando luopcndiontmnu
sobre ol substrate, las variseiones son pequefiae y sceilan -
en amdos sentides cuande las eoncertreeiones de los aminedef
dos pasan de W/2 & ¥A10,

So). la accidn indepsndients de la smincacetofencma sedye o)
glicerofosfato on las mismae eondiciones experimentales se «
encuentya en todes les easos ensayados disminuids per la pry
sencia de leos aminedcidos cerrespondientes,

i!). les porcentajes encontrados em les testigos que nos -
muostran la acoién que ejeres el deido nicotfnico oome mode-
lo de fosfatase, we enocusntran disminuides anmque no on Mie-
cha proporeién per todes los aminodcidos ensayades, Ie eiot(
na y el deido aspdrtics, que aisladamente presentan la mayor
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setividad de les aminofeidos ensayados, sen les que seasig
nan a su vex una disminucidn mener en la astividad del mee
dele aislade,

58), la A1l aetividad que presents ¢l denzoilecardimel «
independientemente sobre el sudstrato de glicerofesfate af
dieco come modele de fosfatass se enouentra en general inexy
mentads por les aminocdcidos con les que se ha ensaysde cop
juntamente, le aceién independiente del aminedeide tamdiidn

resulta ligeramente incrementada,

IV,- Aceilén conjumta de! sistems sminofeide~idmmetflice mes
bre_modeles de fosfataps,

Sedbre cuatro centimetres efibiecs de disolucidm substry
to-tampén pE 7 setéan 0,2 milimoles del modele eerrecpep «-
diente conjuntamente eom 1 ce, de disolueién X/10 de} aming
fcide ¥y 1 co. do digolucién H/20 del ifn metflics respecti-
\ [

En ol diepositivo de hidrflisis anterier se sustituye
el gentfmetrc cfdieco de agua por 1 ee, del ifn metilico --
que se ensaya,

la calefaceiin exastaments igual a 802 durante cuatre
horas, as{ ecomo lae operasienes posterieres a la hidrflisis,

Be ensayan les modeles eceanminobenséico, p-aminodenséi
20, [/ ~anincaeetofenona, €eido nicotinico y benseilecarvinmsl.
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Los aminodeidos utilizados sont glicocela, alanina, lisina,
eisteina, y dcido aspdrtico, los metales en solucién N/20
sen! magnesic, eine, nfquel y ¢l ealeie en algunos casos,

Les resultados de la hidrflisis se esquematizan en h
tabls VII,

De ellos ve d educel

12), En ol easo del models peaminobenséice hay, en gemeral,
dim:meiéa del valer gorrespondiente a la actividad "-1»!
dele soley, aunque g0 elava ol corrsgpondients al modelo-ami
nofeids en auseneia demstales, El valer correspondiente al
esonjunte modeloecisteina~Zn exté en coneonancis een el tame
bién elevado poreentaje ebtenide en enrayos anteriorse pays
el eonjunte cisteina-Za,

2¢), En el ecase del o-aminodenzfiee hay siempre digmimmoién
cen relseiln al fésfore 1iderade !adopcndhntmnto per e}
modele ¥y nin en ¢l caso de la glicocola, que permanece e«
pfaeticamente constente, hay diemimuciém tamdién eon relae.

oifén al sistema aminodcidoemeadele,

30). Los valeres eorrespondientes al conjunte aminoaestofe-
nona~amincdcido-metal son inferiores en todo memente al wae
ler presentade por el medele aislado y apenss pressnts Yo~
riascién notadle con relaciln al porcentaje de flsforo hidrg
1isede por el sistema anino&cido-»aodok en ausencia de We--
tal, '
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4%), Aunque en properciém pequefia también se encuentran aig
mimaides los porcentajes del defdo nisotinico~aminedeide per
1a pregencia de metales ya anteriormente el aminofecide he~

Ma dismimuido la acetén independiente del modele, Unieamep
te hay una elevaciém algo apreciable en ol sistems modele-

cisteinaeln, de mcuerdo con incrementos anflegos ebservades
antoriorments y sen la elevaeién prepia del sistems eistei

na-Zn aislado,

8¢), En el caso del benzoil-carbinol, la presencia de meta
les oeasiona, ssbre tedo er sl easo deo embplee de Zn, disxi-
nueién de 1a notividad eon relacifn al sistems modeloeaming
deido que como se reeordard resulté sefmismo dédilments ime
erementada eon relaeisn a la aceidn independients del mode-
le aislado, Rl defdo aspdrtico, que presenta tante aislade
oomo unido al benzeil-sarbvinel sceién relativemente enéyd-
ea sobre ¢l substrate, es, per tanto, el que efreee ¢ifras
de fisforo hidrolisedo mfs elevadas} también el Zn en este

oasc hace descender notablemsnte el percentaje.
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CONCLUSIONES
ENEe s BREERNG SRS ON N RRuE N

Se ha conprebade ls setividad de pr-parades de fesfaty
sa renal sobre substrates ce glicerofosfate efdico, o
tudiando sus variaeienes, en funcidn de pi, y concen--

traeiones de aquel y de la ensima,

De todes lee ienes metdlicos ensayades ejereen varia--
0ién netable en la aetividad de la fesfatasa, magnesio,
cine y nfauel, Bl megnesie inerementa ¢l porecentaje de
P hidrolisado en toda la escala de DE, Kl cinc y 01 xf
quel inactivan asfmisme em igual extensidn,

Ia influencia del magnesie sodre la asctividad de ls -~
focfatasa se ejerce en distinto grade segfin la cencen-
tracifn del 1én nmetfliec, 1legande a inhibicién pay -
cial cuando duts es elevads,

Comparande la aceién de 1la foefataea rensl ssbre subs-
trateos de glicerofosfato sfdieo y de aminefosfenats de
divencilo, se encuentra que posee una aotividad mmehe

mener eomo amidasa que eomo osterasa,

la actividasd que la fosfatass sjerece sebre un substra-
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te fosfamfdico ne experimenta varizeién apreeiadble el
pasar del pH reutre a dcido ¢ alceline, lae variseies
nes en funeifn de la concentraeidn de la onszima ¢ ¢}

substrate siguen la relaeién gemeral,

68,.~ Haciendo intervenir los fones metélicos, eine, nfqus}
magnesio vy csleie a pH deido, neutro y aleslino sebre
un substrate fosfsmfdico en pressncia de fosfatass Pe-
nal, no existe variacién algunma apreciabdble en su aeti-
vidad,

78, log aminodeidos alanina y lisina no ejercen influsneia
alguna sodre la actividad de la fosfatasa rensl a oone
eentrasién W/2 y /20, Ia eisteins a ambas concentrae-

ciones es causs de insetivaoidn manifiesta,

80,~ Bl ginec y el nfquel, actuando sebre la fosfatass remal
en presencia de log aminedcidos glicocola, slaning y «
1ieina eiguen insctivando la forfatasa, sunque on mee
nor grado que cuando &stor estdn susentee, la influem=
eia que ejerce ol magnesie sobra 1o aetividad de la -e
fosfatasa renal en presencia de aminodeides depende de
la eoncentraeién de éstosy s coneentracién W2 no hay
wariaseidn senaible ecasionada por la presencia d¢ mag-

nesie,

98,. Los aminofoidos, por sf mismos, favorceen la hidréli--
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sis dodl glicerofosfato sldice, alcanzande su mayor per

eentaje en ¢l easo del deido sspérties,

100,-Yos fones metdlicos mdicionados a los aminodeidos que
sctdan independientemente sedre o) substrato ecasioman
diominueién de su aotividad, exeepte ¢l ¥i y Zn que e
presencia de eisteina eleva ¢l porecentaje do P hidrelf
sado,.

110,~los aminodcidee ecasionan, generslmente, disminueids -
del porcentaje de fésforo libdersde por les modeles de
fonfatasa,

120,.Por regla genersl, la adieién de metales al sistems mp
delo-eminodeido es causa de disminueidn de la cantided
¢e P hidrolissda, les eleveciones que se presentan en
los casts del conjunte modelo-cisteinmaeoine estén de «
neuerds eon le alevacién propia del sistemes cisteinge-

eine sinlado,
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3.« DIALISIS DE LA POSFATASA RENAL,
- PARTR TEORICA -

Albers y ecladorsderes en 1938 (1) ebtienen por diflie.
sis prolongeada de fosfatass renal una fosfatasa imsetive, ¥
atrituyen esta insetivaeifén a la eseisidén de la enzims en -
un apoensima protéieo inaetivo y un grupo prostétice diali-
zable, Estos auteres demuestrsn gue este eeensima no puede .~
ser megnesic sino que #¢ treta de una sustaneis ergénies )f
¥i1 que puede ser ebtenida fncudbande el holifarntatc a 100¢
durante unos minutos en medio neutro, tratamiento que don;-
truye el apoensims sin que la ecenzims resulte afeotada.Meg
elando eete d1ltimo eon un preparado de fosfatasa pareialmey
te insetivado por diflisis @ por inendasilén en medio £eide,
gse obdtienen soluciones activas de fosfatasa,

Albers realizs pruedas de estadilisacién de fosfatass
renal y afirms que en de-aniai fuertes de pE (2,95) la inmag
tivaeién es irreverasidle y a menor asidez ee reversidle 1llg
véndola a pH 9 durante igual tiempo, lIe inaetivacién pudte-
ra ser oeasionada por una transformseién en metaproteins,

peres por la curva pareece tratarse de uma discciseién

Holefosfataspg ——— Coforfatass ¢ dpofosfatasa

(1).- B, 71, 1913, 1938,



e 122 -

que comprobarfa lz naturslesa cempuests do la fosfatass ¥ee
nalg la inactiveeidn y 1o activaeién eon ¢l pX son come la

disoeiaeifn y la asocciaeién del forments, exeluyendo su ewp
eo lento el cardoter saline de la unién que pudiers ser és-
ter o amida hidrolisadle, |

En 1939, Albers (1) eombinando el 1fquide dializable -
eon la solmeidn de pﬂtﬂ.m fnaotivada per diflieis do fou-
fatass remal y cdioiounda umnh pretcm hader legrsde
una reastivaeién del 100 %,

Von Buler y Eadn (2) insctivan la fesfatasa remal por
didlisis a pK 4,5 y anotan reaetivasiones pareinles per adi
eién de solueién do enzime a edullicién. En la ebullfeiédn -
ds la solucién de) fermente s distintos pH se destruye ¢l »
apofeormente y la eofesfatass permanece, Nezelando ésta een
el apoferments se encuentra qus cuando la ebullicién se ha-
ee a pH 5 bay impedimento ineluse sodre ls solueién de fes-
fatasa meme,

Clestens (3, 4, 8}, repitiende las experiemeias de Al.
bers, llega & la conclusién de que la aseifn activante de -

(1).- Eoppe-Seyl. Z, 261, 43, 269, 1939,
(2).« Experientia, 3, 412, 1947,

(3)e- BiochensZ, 308, 37, 1941,

(4)e= Biochem, Z, 310, 42, 1941.

(8)se Arch.int,Fharmacedyn. 68, 419, 1942,
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una solucién de enczima ealentada o del 1fquide de Ci&lllﬁt'
no es devida a la preseneis de una cofesfatass simo mbe R
bablemente al 16 efne © ssbalte que existe en muy pequefia
cantided y que forma comeje disoeiable, ;r,

BRoche epina que la fesfatass debe sonsiderarse oﬁlo -
uns ensime de metsl diseladbls (1a mayor parte magmesis y @
veces cine) ocuya setivided no estf unica a le pressneis de
un metal mis que en la medida que date es un elements de o
estructurs del complejo ergénice portador del grupo astive,
elendo también posidle que no encierre ceensima dieceialde
y que la aetividad .nziniﬁian esté unida a la coerdinseidn
en un complejo metdliee dnhdlvorcc-'racioulpo de la apoene
sima, | | |

Thoai (1) on 1947 comprueda que 1s diflisis prelengs-
da a 3?! es causa de inactlvucgln de la fosfatasa intestis
nal, la oual puede reactivarse por incubaeiém oon aminedei
des on medio alealino determinando la medida de la aetivie
ded enzimitica enm preeencia de ciertos iones inerginices y
afirma que ol grupe prestético dializable pudiera ser um
combinaeién de un metsl eon un compueste sonteniendo grupe
anino-kctde,

Por su parte Abul.Fadl y King (2) intentsn aclarar la

(1).= Biochim, Bisphys., Acta. 1, 61, 1947,
(2) e~ Biochem, J, 44, 433, 1949,



naturaleza del facter dializable sin legrar ningun resulta-
do apreciable,

Por miestrs parte realiszames une serie de sxperiensias
de 4iflisis eon el fin, por un lade de legrar separar el ;.
apoensima, con ¢l que unide a los modeles de fesfatasa heee
cer ensayoe de actividad enzimitiea, y de otro conseguir da
tos sceroa de lamaturalesa del pesibls cofermente que nes =~
darfan lus en la estructuracién de nuevas moléculas eon ase~
cién ecatalftics sebre lee ésteres fosféricoe,

Ia fosfatass la sometemos a didlisis prelongada tante
on medie nentro come en medio clerhfdrieo 0,1 ¥; los enze-
yos realizados en medio acuoge son de dos tipost diflisis
sencilla y elsctrodidlieis,

la setividad de 1a foefatasa sometida & diflisie senqgl
1la disminuye notadlements y euando se trate de eleetrodié-
1isis, la ensima, que emigra constantements hacia el eftedo
¥y 1llega a recubrir por gomplete la membrana correspondients,
se ha insctiveds totalmente aun cusndo les ensayes ée aceién
onzsimfticn se realissn en toda la escala de pE ¥y on presen~
eis do loes ienes cine, miquel y magnesioe,

Por le que se refiere a la constancia de los elementes
met{licos durante la electrodiflisis acucsa, se shaerva que
la foofatasa dielisada no deja spenas cenisas al ineineray
mientras que or el resfduo a sequedad de las agwasde d1d1f

eis, el andlisis espectral pone ce manifieste la efstencia
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atuntante de _-_-My 8y oins, sslsis, Rierre, sofies y potpe-
18, Juntemente eon erta parts mimsral, existe om ol dislie

gafs £ ouoee eTa pereien nitrogerada de eoler marrin, solwes
ble en ague, Goincidente eon la dosaparieifn casi total del
eontenido nimeral on le fosfotase dislisade, relnsiomds «o
oon su meniffesta insctivaeifn, se sbserva un aumento en o}
ssntenido on nitrigens somparedo eon ¢l de ls fosfatase sin
dialisay,

lIa eleetrodifiinie en medic feide &o e fosfatase YW=
nal se resliss diselviéndela en feido clerhféries ¥120 y og
metiendc o1 conjunto & ums diflieis rrolemgada, en el tramg
sureo de 1a susl se va depositando en la membrena catédien
un s81id> dlsnce de sspeste mﬂiee siondo el pereentaje -
da su contenido nitrogenado del orden 202},

Egta "proteina” de fesfatass e¢ totalmente insoludle
en goluciones diluidse de feides y dleslin, ¢lorure sldien,
sulfatc aminiee y alechol adacluto, ¢ inoudeds eon los wodg
loe do fosTatase o y peaminsbonnéieeg, benzeilecarbimel,
wiaminongetefenona, feide rieotiniens y nicotanids ns preseg
ta setividad emxindtioca alguns apresiadle scbre unmbatrate
de gliceroforfato sfdieo, Cuande al sonfunto anterier 98 «-
afade le presencia de feneo metflicos, lee &fdiles vsleves
anteriores & P hidrolissde se enomentran musvamente dismie
nuidos salvo en ¢l cano de la weaninoccetofencns on que o8
produce un pequefis auments,
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Las aguss clorhfdricas procadentes de la eleetrodifli-
‘sis evaporadas el bafio marfa y finslmente al vacfe,originan
un s8lfdo que sl ineinerar deja abundents reefduwe mineral o
cuye anflisis espectral pone de manifieste tedes y eads wme
do les iolponcntoc motdlieon que se encuentran en les fnﬁ-
tase renal: megnesioc, eine, nfquel, ealeio, Merre, sodis y
potasie, algune de les cuales quedaren previamente dexmetry
des por investigaeifn direeta en ¢! #1ids tetal de evapery
cién, en el que queda asfmismo establecida 1a presencia de
f8sforo y nitrégenc, Bl eontenido em nitrégene de este #fli
do total, débilmente amarille-easda y muy higroselpiec, es
8,2 %, que ee eleva & 10,7 § ouando se ha ssparado de¢ §1 la
poreifn mineral existente, |

Esta parte mineral que se va depesitande lentaments en
la diselucién acuosa del sflido tetal, puede separse de 1
por tratamiento con alechel absoluto, resultande de un lads
un gélide dlaneo, insoluble, pulverulents, nada higroesedpi-
co, y una digolucién alcobélice dfbilmente colereads gque a4
lugar a un'sf1ido dien eritalisade eon un 10,7 $=11 $ de nf
trfgeno y sumamente higrosedpico,

Ia parte mineral d4f oualitaticamente raaceifn vesitive
w de N" y analizado de modo cusntitative, tante eelp

rimftriea come gravimftricamente arroja un 24,1 § de fésfe-
ro, siendo 24 § el porcentaje que eorresponde s un fosfate
do firmla PO HNgy,(Meyy = 30), destacende que el anflisis
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espsctral de sus cenisas demmestra la existencis de oine,nf
quel, hierro, caleie y sodie y & 10 sume indieice do magne~
sio, pero munea en las propereienee en que se engontrabs en
las eenizae obtenidas del e811do total de evaporacidn,

la solueidn aleoh8lice que lleve ¢l compueste nitrege-
nade &4 por evaporacidn unos cristales dien formados, mmy «
higroseipiecs que no possen punto de fusién definide eine -
que a 110-1208 ge redlandecen;, seguide d¢ unes intensa eariyp
nisseién, y que tiemen un contenide en ¥ de 11,08, 10,4, «-
10,7 %3 eristales que asfmismo dejan resfdus metflico em ol
que ne fdentifiea la presengia del magnesis.

Se han realizado varios espeetros de abdsersiém sin que
de su estudie puedan eoncluirse afirmasionss sobre la'ihti-\-
raless de este compuesto nitrogensdes asfmismo é€ lugar a -
derivades de preeipitacifn con molidbdate aménice y deide pf
erice, el primero dblanco que no funde a 350% y en forma de
agujas amarillcntaaval segundo con punto de fusién 1800 4,

Alredidor de estos grandes coristales se edservan egpo-
rddicaments unos crirtalitos mée pequefios on forms de ague-
Jjas con un percentaje en nitrégene de 23,5 %,

Ouando a este 08lido se le trata eon dcido elerhfdries
a otullieién se odtieme una solueibn, que previamente newe-
tralizsada, &€ 4€biles reacoiones de pontoaai y notgbles 4o
furfurel principalmente oon scetuto de anilina, resceién -

que se presenta aun eon mayer intensidad en el destilade -



que resulta después de tratsr eon fecido elerhfdriee concene
trndé la fosfatasa misma, Se intenta definir 1a o-trnqtnrn‘
de la pentoea existents formendo la ssszona corresrondients,
ne legrindese mie que un enturbiamiento eon el que no es -f
puede operar para la medida de sus sonstantes risieasy pere
on la agtualidad se prepara su caracterizaeifm por oromate.
graffa,

Una ves hecho ¢l tratamiento eon feido clorhfdrioo.caf
mo ee cxﬁont anteriormente, ya no da lugar a léa dcr!vu‘t.
con molibdats aménieo y &cido plerico que se formaban antes
de hidrolizar y se encuentra de nueve fdsfore entre les prp
ductos de hidrélisie, |

Existen en la bdibliegraffis de los nucledtidos y nueleg
sidos una serie de datos y heches experimentales que muegee
tran analogfas y soncordancias een los resultadocs oonprahu-'
des por nesotres em lese anteriores experienecias,

Ies formas gristalinas de mucledsidos y macledtidon =~
suelen pertenscer a sistemas inferiores y sue puntoe ds fue
sién son my semejantee; aof la uridine, Collyo04Ns, eriste-
liss en sgujas de aloohel diluide que funden s 165¢ (1) 1a
eitidina, G,ﬂlsﬁbis. forma sgujas que se reblandescen a 2208

Todos 10s nuclefeidce y nucle$tidos de qus 8 haden mens
eién estén referidos a la ridosa,

(1).- Ievenne y Tacodss B, 43, 3159,
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Y descomponen s 2300 (1)s la inosina, OygoliyoOp¥y, erietalt-
%a sin agua de alcohel a 802 dando agujas que se desCompe«e
nen a 2150 {8)3 la adenonine, OyoNyxO,¥s, unida a I} moldey
las de agum, que pierds en el vacién a 1100, y con saleface
e1én rédpida funden las agujas formadas a 229¢ (3); la xanty
sina, Cyoliio0gNy, forms grandes yﬁmg con 2 Hz0, carbeni.
géndose a) calentar sin que funda (ﬂ; 1a guanesines, oo
CyoF150s¥g, crietaliza en forma de zgujas o prisms, $0R -
dca moléeules de sgum, que pievde en el vaefo a 1108 (&),
dascomponiéndoce al calentar ripidz=mente a 2378,

K1 4cido uraeflico oristaliza de elcohel formande prig
mae que se descomponen a 202¢ (6); ¢) £cide eitidflice fore
ma esfencides monocifnisoe (7) de agva, que se dessoamponen

a 2278 (8) y prismas de sloohol al 50 $ qune se descompenen

(1).- Laverme y leforge, B, 45, 612,

{2),~ Eaiver y Wonsel, Nenstsdefte f, Chem, 29, 168,
(3).~ leverme y Juesds, B, 42, 2708,

(¢)e- leverms y Jacobs, B, 43, 3163,

(8).~ Levenne y “ncebs, B, 42, 2472,

(6)e Levonne, 7. Biol, Chem, 40, 2397,

(7)4= Groth, B, 51, 4633 FHoppeeSayl., 104, 69,

{(8)o= Thamnhauser y Dorfuliller, Hoppe-Seyl., 104, Tl.
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a 230-258‘ (1)s o1 detdo inosfnico es un jarabe que se soli
difica por tratamiento con slcohols el £eido guanflice erig
taliza en prismas son dos moléeulse de ague (2), que pierde
n 118% y preeidn ordinsria, la cusl vuelve s tomar de nueve
a la temperatura ambiente, fundiendo 1la substaneia seen a -
1752, y deseomponiéndore a 1802 (3),

loe nuclefeidos anteriores son ligroselpiges y en em
tetalidad completamente golublep op agup ¥y més © menos insp
ludbles en alcohol sdmolutos lor nuéledaldoa corresrendiene-
tee oon asfmisme selubles en agua.

‘Ghlentando eston eompnestos gon fgido alerhfdrise (4=
= 1,08) y destilande dan proiuctos de descomposiciféng asf
1a uridina (4), oitidina (8) y guanosina (&) produeen Lupfy
Igl en estas condieiones, le guanosina &£ con fleroglueine
y C1E celerncidn rojs (7). lea xantosina eon orsina en medis

deido mineral 4f eolerseidr verde (8),

(1)e~ Levenna, 7, Biol, Ohem, 41, 484, 1920,

(2)o- Puell y Perkins, J. Biol,Chem. 72, 26, 1927,
(3).- leverne, J, Biol, Chem. 41, 485, 1920,

(4)o~ Leverme y e Yorge, B, 45, 608,

(5).~ Levenne y la Torge.B. 48, 612,

(6).- B Sehvlze, Hoppe-Seyl, 66, 130,

(7)o« R,80mlze y Cartoro,Hoppe-Seyl. 41, 4623 68, 133,
(8).- Hptw, B4, XXVI, Pig, 447,
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Lpg pucledtidon ferman salem eonm diversos catiomss y -

bages orginicas, higroscépicas y que a veses contienen grap
dee cantidades de aguaj asf{ un proparade seco de la sal me-
nos8dies del &cide guanflies, HalynHysOpNgP, lleva un 14,45
(1) ¥ 1a daisddieay NagCypEy20g¥sP, un 21,1%, Jes puntos de
fusién de estas males no suelen ger claros y se redlandeces
a temperaturae inferiores a la de fusion, a la que frecuen~
temante se descomponen,

A su vez dan lee muelelsidos sales eon otros deides,
como o1 £cido pferico, entre las que se encuentran leos pi--
axatens de oitidina, pefs 185-187¢ (4) (2)s de adgposimas pe
f. 1808185¢ segun leverme y Jacobs (3) y = 1951982 segtn
Gulland y Foliday (4)3 de guanosinss pefe 190¢ (8) on forms
de agujae amarilias,

B} deido guanflice preeipita de sus soluciones asuosas
por ndieién de los doides fosfowolfrfmice y pferiee (8) y -
al tratarle eon dcidos se rompe con mucha mayer faeilidad
por la unién guanflica que por l= del fosf8rieo, resultande
un £cide ridofosfSriee que no ec rompe epn facilidad por -

-

(3)e= Youlgen, Hoppe-Seyl. 106, 286,

(2)s~ Levenne y Jacobe, B, 43, 5154,

(3)e- B, 42, 2704,

(4)e- JoChem, Boe, 769, 1936,

(3)e~ E, Sehulse y Bosehard, Boppe-Boyl, 66, 133,
(6)e Pang,Hopre-Seyl, 26, 139,
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les £eidos (1) y os diffcilmente soludle en agua,

Al comparar estos dates ¢on 10s de nuestras experienee
cisg, nos creemos autorizados a estedlecer haciéndose aef -
por primera ves
“cofoafatasza” prrosiguiendo loe trabajos para la determinge-
oién de la estructura del gompueste nitrogenado y de la pep

tosa, as{ como de los aminefcidos correspendientes de la -
*proteine” separada en le eleectrodidlisis clerhfdries.

Se han realisado por §ltime una serie de experiencias
de eopulacién de la "proteina®™ separade de la fosfatasa em
una operaeién llevada a cabo a bajs teuperatura y el sflide
del que se separé la parte minersl, Berde 1lnego, la uniln -
de estos compomentes de la forfatasa no restadblece aotivies
dad alguna, siendo de tener presente la eecisién que en oy
compuesto separado en 1a didlisis ha tenido lugar y la posi
dle alterneién de la "proteina®™ por el pH del medioe

(1)e= levenne y Jacobs, B, 41, 27065 44, 749,
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PARTR EXPERIMENTAL

APEEIE O SRR I S IR SR G Or iR IRGRYN

1¢),~ DIALISIS EN MEDIO ACUOSO DB IA FOSFATASA RENAL

Se hacen primeramente una serie de ensayos previes de
diflisis acucsa seneilla durante setenta y dos heraej dese~
pufs se utiliza en la prédctioca de la didlisis de la fesfaty
sa renal un eleetrodialigador "Selutren",

En la oflula central de 1a cudeta de diflisis ponemos |
una cantidad variable de fosfatass 0,0 gress 148 gre.s 3,7
gre} 3 gres~ on agus destiladaj la fosfatasa ne se disuelve
en ella pero me legra tener en todo momento una suspensidnm
honogénes con la sgitaeifn mecdnics del aparate, Aparentee.
mente no se observa cambio algune en el aspecto de k foafa-
tass, nsf eomo tampoeo en el agum que ls contiene,

Ia intensidad de la eorriente que efreula es pequelia
por la esomsa conduotivided de ls eclucién y se mantiene wn
voltaje de 300 V durante unas veinte horam, A pessr de la =
agitaeién y en el transeurso de la didlisis, la fosfatass «
el una emigracidn progresiva ee ceposite completaments en -
1a membrana correspondiente al cétode.

Al terminar le didlisis ocentrifugamos el esontenide de
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la cflula eentral y la fosfatasa dialiszzde 1la lavemes aon
aleohol y &ter anhidros, conservéndose en dssecador de vaee
ofos sl aspeoto de 1a forfatnsa asf dializada os alge dige-
tinto del que pomefr con anterioridad a la eleetrodiflisis,
ahore es mis espenjoss, 6l déhil coler que sntes posefa es
mache mde ténue y aperentemente es de bastante menor densie
dad,

Utilizando ests fosfatses dinlizade se hecen une serie

de enssyost

Als Agtividnd enzimdties ccmparada con la seeién que posse

idéntica fosfatasa sin ser sometida a la diflieis conoe

L |
a)s~ Actividad de 1z fo=fatasn renal despufe &6 diflf{~
s13 souosat Bu veriseiln oon el pH,
b)e~ Variseiln de 1z setivided de la fosfatass renal -
dinlizada por incubaciln durante doce horas con -
Zn**l influeneia deol pH,
c)e= Variacién de 1la aetividad de la forfatasa renal -
dinlizade por incubaeién durante doce horas eon -
3!‘*1 inflvencis del pH
d)s= Variacifn de 12 aetivided de la fosfatasa renal «

dializedn durante doece horas incubads oon lg*’: -

influencia del pH,

Se hace motuar la fosfatass sobre un sudbstrate de glie
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cerofesfato sédiece M/20 tampomado, segén ¢l pE a que se epg
re, aon agetatoeveromal, manteniendo el conjunte durante -

una hors, a 37~382 con arregle al siguiente esquemat

4 Ix
Glicerofosfato W/20 S ee, 8 eo. f
hﬂp‘ﬁ PR 9,16 seeeen 6 ‘0. 5 ce, )
Yosfatasa ooooo.ouoia etgr, dializada 1 Bw.“"m
Agun dests cesecvcsse ] 240 oo, 2,8 o#. ' i
i | ~ 4
Yoofatasn de eleatredidlieis souces
1  § 4 111 Iv ]
Sudbstrato 8 cec. 1 5 cc. B ece. § oe. 5 ee,
et et 8,32 | 6,99 | 8,85 | 9,06 | 9,64

P , .
dialisade 1 etgro|1 otgr, |1 cter.| 1 otgr. | 1 otgr,

Agua dest. 248 u,i 2,0 60, | 2,8 ceo| 2,8 c0. | 2,5 oe, J
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_ (v)
I IX 11X iv

Substrato 8 oc. 8 ce. 5 ce,. 8 ee,
el 8,32 6,99 9,16 9,64
Fosf '

d::‘.l:::;: 1 etg. 1 etg. 1 otg.. 1 otge |}
2,5 ecees zn*i/20| zat*w20 | za**w/20 ] zn* /20

(e) ~

7— ) 4 b § § 11X wl 4 4
Substrate 8 ce. 8 oo.. 5 eo.. 8 ce.

8 ce. tam-

pon pﬂ Y 5,52 ‘g” ’,16 ’.5‘
:g:{;::;: 1 otg. | 1 ctg.. 1 etg.. 1 etg.
2,5 oc. sthwco itz | mtweo | mtw/20

(a) |
I 1 11T 1 Iv

Substrate SBcee | Bces | B 0. - 5 ee,
Sttt | 832 | 6 9,16 9,64
b/

o oratane 1 otg.. | 1 otg.. 1 otg.. 1 etg.
2,85 ce. ugt'w/z0 | ag™ o | gt w0 | mg™wszo |
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Cusndo intervienen les iones metélices han sido fneudades a
la temparatura ambiente durante deco heras eon ls fosfatasa-
dializads,

Cuda uno de éstes enrayados anteriormente regshades, -
tiene el correspondiente utilizando fosfatass renal sin diase
ligar.

Una ves que hﬁ terminado la calefaceién, se intreducen
los tudes de ensayo en hiele para suspender la aeceoidn de 1a
enzima y del cenjuntoe dien homogeneisade se toma 1 ¢o, 2l »
que se afiaden 8,5 ce, de agua destilads y 0,5 ce. de deide
tricloroaeético, Se filtra y del filtrade se toman 5 es.que
se diluyen hagta siecte con agua deetilada, se afiaden leg 3
ce. rorrespondientes de molibdato aménico sl 5% en 80, H,8X,
hidroquinona al 1 £ y sulfito sddico el 20 fy se valera ce-
lorimétricamente el Pésforo liberade 2 les treints minutes
de la adicidén de los reactivos en celorimetro fotoeldetrioo,

YIos resultados odtenidos sont
Posfatasa de diflieis sengilla

nghe, 2/30’ 2 x

I eeves 0,069 4,4
1 'Xrry °p863° 50'8




Fosfatasa de electrediflisis scuess,
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— ——t S R e
P 5,52 | 6,99 | 8,88 | 9,06 | 9,64
e, . +—-—-ﬂ- -
8in incubaeidn .., &ﬁ_Oﬂ os | o5 0% - 4
Incubscién con Zn, of 0% o% 0%
Inoubsoién con ¥i, 0% of o% of
Incubacién con Mg, o% o% | of o%

Teatigps sorrespondientes de fosfatass sin dialisayt

¥
pH 6,99 9,16 9,64
8in metal e.. 33,85 (60,85 |63,8%
Con Zn T rYYY] 5’8 1"1 13.‘
Con Ni cssose 3.5 12.9 12.1
Con Hg socees 50,2 L 80,1 "8

De todo elle ese deduce que al someter la fosfatasa a una «

didlisis secuosa en 1asieendicgtaea anteriormente eitadas «

disminaye muy notablemente su setividad cuvando se trati,d.

d14{1isis sencilla y 1a pierde totalmente en tods lea eseala

de pH en caso de electrodiflieie, ne observéndose asimisme

indiejo nlguno en el pH éyiine alealine,

la fosfatase dializada ne recupera tampoco sotividad




- 139'-

alguna incuddndols previaments durante dooce heras com los i
+
nes zn' . li“ y lg”.

B)., Incinerseién de la fosfatasa dialissds,

Con objeto de realizar un andlisis espectral en las sg
nizae d¢ la fosfatca# electrodioliseda en golucidén scuesa,
persiguiende la investigaeién de la eonstancia de los elee-
mentos metflicos puestos de manifiseto en las cenisas de la
fosfatasa renal, se disponen er un eriscl de rlatime 042 -
grs, de fosfatasa dializada que al ineinerar desaparceen de
tal modo que no queda mfs que un granite rojise que impeei-
bilita el sjecutar eon 0116 anfligis alguno, Utilizendo «e
fdéntica cantidad de fosfatass ee edtienen al incirrar adup
dantes cenisas eon lse que ss realizé la investigaeidn de «

los constituyentes metflicce,

C)s Sontenide nitrogzensdo.

Se compara en este ensaye el oontenido en nitrégene de
enbas fosfatasas diglizada y sin dialisars

£ ¥ foefatasa sin dializar ... 16,53 16,08
% X fonsfataca dinlizada s.eees 19,8543 20,01

' Puede apresiarsc un sumento motable en el contenide en niee
trégene oocurrido durante la diflieisy ha sido separade, por
tanto, de la fosfatass algdn cuerpoe que ne contiene nitrégp
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ne. Con este hecho experimental eeinciden la ausencia de o
nizas on la fosfatasa dialisade ¥y su inactividad adbseluta -

como enzima,

L o o 3 2 X X 2 2 2 3

Ing aguas de la electrodiflisis acuosa se concentran
por evaporaeién al ‘afio marfs spareciendo el 1fquido débil-
mente eoloreado a medide que ésta progresaj ouando la eome
eentrasién es tal que qunedan unos 100 ce, se eontinda al vy
efe aparecicndso, al final en ¢l matras de destilaeién un rg
sfduo dlaneo (R) fuertemente adherido s las parcdes y umas
gotas amarillentas que se disuelven bien en agua y »or eva-
poraeidn total dan un sélide de eolor marréng el resfduc --
dlanco anterior R se disuelve on agua eon bastante difieule
tad, la que se favorege een la adieién de unas gotan de dej
do clorhfdrico diluido,

E] reafduo blange R, que quedada adherido a las paree-
des dol matras df ¥ pegativo y de su sspecto en lafugién «-
gon sodio parece se trats exclusivamente de coubinaeiones -
metilieas ya cue no se carbeniza y df une masa blanea muy -
higrosefplea, Este mismo sflido blance, asf{ como su solusién
elerhfdriea dan een molibdato anmfnieo en medic nftrico resg

¢ién claramente popitiva do fésfore.
Pl _aélido de golor marrép se disuelve bien en agus pe-

vo la disolueifn no es estadle sino que se forman progresie
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vamente precipitadoss dicha substancia &£ X popitive y en
cambdio investigada la presencia de Lfnfore en su solueién
asuosa son molibdato en medis nftrieo da resultado negaii-
YRs Tanto la solueién acuosa come una eolueién clerhfdriea
fle ssta sustancia ealentada a reflujo durante treinta ming
tos no presentan poder reductor alguns frente al licer de
Fehling; aef como tampoee suidadosamente tratada eota frag
eién nitrogenada eon nitrito sfdieo y feido clerhfdriee ex
perimentan reaceionss gue mionn pmito de manifiests la
presencis de grupoj +Nlin aromftieos, |

Con objeto de realizar un estudie de los elemsntos mg
télicos separados de la fosfatasa en ls electrodiflisis -~
acuesa mediante andlisis espestral, cnpora&el totalmente
a sequedad lae aguas de diflisis al bafic marfa en reeipiep
tes adecundos, ebteniéndose ssimismo un resfdue eome come-
pueste de does partest uns eomplotamhto blanca de aspeete
eristalino an el fondo y otra de color marrém que forms eg
mo ntrato:‘ en ¢! recipiente, Cantided de resfdues D¢ ..
0,7210 grs, de fosfatasa se obtienen 0,0784 grs. de resfdus
total,

Una parte de este resfduc totsl le ineinerames on ori-
sol de platine dando sbundentes cenizss blancas con las que
se realiza un espectrograma ¢on arreglo sl giguiente esque~
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::::9 :;ElAf Gontentide l.;; 4 | lﬁ?b 9?!!!**
Po | o S w | 28 8,| Ortent,
Cu 1$ Cenises prodlems | 3,78 | 32,5 S ne | Andligis
On 1% Id. 14y | ue e | we 14y
Cu cane e e .- Orient,
- | 2 |o0zn (e.p.) (2n) .. - |2 m|
- «- | 80,81 (e,ps) (W2) _. e | we | .
o~ -- | 80.8g {eup,) (Mg] .. o | e .

- ~ | 00g0a {eups) (Ca] .. - | o .
- - | Mgy (eps) (2] . e | o= .

poniendo ée manificste su estudfe s presencia abnndnh de

Regnssise asf eomo ek menoree proporeienss la existencia de
eincy suleioy hierre ¢ indieies d¢ sodis y potasis, Gome pug

de obssrvarss todeos les elementos metiliess ouys preseneias -
fué demostrada en las eenizae de fesfatasa rensl; a excepeifn
del nfquel, se encuentran presentes en las cenisas sbienidas
en la incinersoifén del resfduo total de svaporasién de las «
aguas de didlisio procedentes de uwna electrodidlisis acussa,
Is abundante presencia del u@cui. separade de la meld
eula en condicionoa suaves parege estar relecionade con la
pérdida total de la setividad de la fosfatass dialisada, la
alcvnoiqufc_n o1 poreentaje de nitrfgens y la susencis easti =



absoluta en ella de resfduo mineral,

_DIALISIS ACUOBM
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Componentes miy
nerales

'!Hnilllnﬁi 2

- Regfduo total

servadbles gsus
dos eompanentes

Fositive
Ponitive

'sizn. Cay¥e,

- 8611do R -

taline

Fegative
Positive

FPogitive

Negative

2¢), DIALISIS CLORNIDRICA DE 1A FOSFATASA RENAL

Una cantidad variable de forfataea renal «0,833 1,93)

2,0 ¥ 3,84 gra.- se afinden a 500 cc, de £cido elerhidrice

N/10 en un Erlenmeyer, se agite de vex en cuando endrgicae

mente y se deja estay durante la nochej se obtiene do este
modo una disolucién eolofidal, habiendc desaparecide eomplg
tamente toda la fosfatasa, dddilmente colersada, '

Rsta disolucién no se congigue ebtener siempre tan hg

mogénsa y algunas veces flota en su superficie uma substap

cis de aspecte gelatineso,
En la cflula central de le cubeta de didlisis del eleg

trodializadey se pene le diselucién de la fosfatasa eomple-

tando su voldmen eon agua destilada eon agitacién simmltf-
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nea se hace pasar lentamente una corriente de agua destilae
da por ambas célulae anddica y catédica sin que tenga lugar
pasc alguno de corriente ya que al prineipio la exeesiva ~-
conductividad de la soluciém perjudiearfa ef régimen del -~
aparato por sobrepasar la intensided inieial los 0,8 amp, -
que es el 1fmite mfximo tolerado en un funcionamiento ideal
del electrodialisador utilizado,

Cuando le eongentracidn iéniea del 1fquido ha dismimuj
do de modo que la intensidad de la corriente es inferier a
0,6 amp, ese ¢4 comienzo a la electrodidlisis, controlada em
marecha por el indicedor de la conductividadsg al principie -
el voltaje es pequefic ¥ va aumentando pocc a pese hasta 300
V eon uns intensidad de corriente muy pequefia, siendo nece-
sarissg unas cuarenta a eincuenta horas en régimen de funeip
namiento para lograr una didlisis completa que ha de inte=-
rrunpirse periddicamente pars evitar un calentamiento exace-
sivo del sistema,

la disolueién de fosfatasa, que sl principio es homogd
nea y alge ccloreada, comienza en geguida a onturbiarse y
volverse mis opalescentej al proseguir la didlisis se va -
depositando en la membrana catldica, a pesar de la agity - |
cién, un pflido de aspecto totalmente protéieco, dlaneco, a
medida que va aclardndose el 1{quido que termina por estar
totalmente trrnsparente,

Ha de hacerse notar una correspondencia entre el depd
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sito total de la fosfatasa on la memdrana del edtodo y fu-
ta electroforesis simmlténea de la proteina hacia dicks mig
ma membrani,

Al dar por terminada la electrodidlisis tonolnt.~ﬁor'-
tanto, en la c¢élula central un 1fquido eompletamente trams-
parente ¢ ineclere eon una sustancia protéiea adberida a -~
una de las membramas; y uns abundante cantidad de sguas elop
hidrioas de d141lisie son las que eperaremos eubsiguientemspy
 tes Este 1fquido transparente ¢ ineoclers no preeipita eon -
les reactivost deido triclorossétieo, aleohol absolute, ¢lg
ruro sfdiee al 8%, sulfato aménico a medis saturseiéa y su]
fato aménieo on disolucién saturadaj tampece se experiments
gambio alguno per calefaceién al bafe merfa de dieho lfgui-
doj todo ello pone de manifieste la ne existenecis en disely
eién de algfn resto de proteina,

Bien direetamente de la membrana donde se depesita o
bien centrifugande todo el sonjunto, legramos separar la »

“proteina® de fosfatasa remal,
*Proteima® de fosfatass renals

Ls proteina sepsarada come anteriormente se indies, se
l1ava dDien econ agua destilada en la que es sompletamente ip

soluble, ¥y se determina su eontenide en nitrigeno previaes

mente soeada a 602 hasta eonstancia de pesol

;4 proteina seesssesse 20,45 § 21,1
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En 1a prdetica de 1la eleotrodidlisis se puso de manifieste
que frecuentemsnte la disolucién de la fosfatasa rensl no

era comrleta en dcido elerhidrieo ¥/10 y que en la superfi
cie flotaba algunae veses una substancis de aspeoto gelatj
nosoj el andlisias del contenido en nitrégeno de este sfli-
do previamente desecado ost Nf: 21,79t come puede observay
se del mismo tipe que 61 anotado para la proteina separada

en lo didlisis pero 18giocamente algo superior por no haber
sido sometido a¥n el conjunto a la eleotrodiflisis y sepa-
rada la poreién no nitrogenada.

La proteina de fosfatasa renal es completamente inso-
luble en agua, siéndolo tamdbién eh disoluciones de doidos
y 4lcalis diluidos, en solucién de cloruro sfdieo al &%,en
aloohol de 962 y en sulfato aménico en solucidn semigaturg
da, Dicha "proteina® es fdeilmente dispersadble en agua y -
con egta suspengiln se realigan los ensayes de copulacién

con modelos de fosfatasa,

SOLIDO SEPARADO DE 1AS AGUAS CIORHIDRICAS DE 1A EILECTRODIA.

LISIS,

E]l arrastre de la sustancia dializable se realiza con
agua destilada y las aguas elorhfdrices recogidas, unos 20
=25 litros, se evaporan al ba¥o marfs hasts que quedan unce

100 cc., que se presentan coloreados de amarille eclaro,los
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cuales se concentran al vaefeo hasta ssqueded completa odbtg
niéndose un sélido amarillento, sumemente higroseSpieoypay
feotaments soludle en agua y edservéndese en é1 1la presene.
cia cunlitativa de nitrégenc,

En les primeros intentos encaminados a obtener dates
acerca de¢ la composieién del sblide, odtenido en la evape-
racién total, oomo anteriormente se ha indisade, d¢ lap ~-
aguas clorhidrieas, disclvemos una pequefia parte en agua y

oon la solueidn acuosa I, dédilmente colereads se reslisal

Ay~ Algunas resceiones de elementos lntilleoc!

a).~ Con sulfocianuro petfsieo y dcido clernfdrice se pro-
duce una muy débil colorseién metivada por la presencia de

Hierro.

b).~ Con fosfato disSdieo en presencia de amoniseo se fore
ma eon la solueiém I un abundsnte preeipitsdo eristaline
identificade come fosfato aménico magnésico que nos pene
en evidenois la existencias de Fagngalp en diche sflido de

evaporaeién,

0)s- Cuando 1a disolueién I se trata oon amoniace we forma
adundante preeipitado parte del cual se redisuelve en clo-
ruro amfnisog en la disolucién de este preeipitade se fore
ma as{migmo un sélidr blaneo al tratar con ferrocianure pp
tésico, prepencis de Zn, algo verdeso debido a la existems
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cia de Fes en 1a misma digolucién del presijitads anterier

se produce una intenss eolerzeidn tratando eon dimetilglip
xima, presencia de nfanel.

d)e= Tratando la solueién I eon sosa al 30% aparece un prg
eipitado anaranjades agitando el eonjunto con §ter no loe-
gra extraerse ninguna sustancia que hubiera podido ponerse

en libertsd eon el tratsmiento alcalino,

e)e- Lo disolueidn I con moliddato aménieo en medio nftri-
co prodnuee precipitadc de fosfomalibdafo amdnico reducidle
posterior y fdeilmente gon estannito sédieo, forméndose 1la
fuerte coloraeién axél del correspondiente azul de moliddg

no. Prasenois de fésfore.

B),~ Bata dimolucién acuoss con la que se ha operade
zntarormente no as rerfeotamente estadble ya que en gu sene
va formfndose prngresivemente un sfélido de eoler marrén y
aspecto cristaline que no puede hacerse entrar en solueién
y que e forma mucho mfs rdpidemente euando la disolucién
acuosa reeidn preparada se enfrfa eon mezola frigorfficas
de la misms manera el sflido total quo en un momento dade
se disuelve totalmente en agua, se evapora ésta, y después
de cierto tiempo ya no se vuelve a disolver totalmente,qug
dando sin hacerle pequefias fracciones dien eristalizadas,

Con este s81ido que peeo a peco va precipitande en =
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1a disolucibn acuoss I hacemos ensayo cualitativo de nitré-
geno, resultando 1a prueba negativaj la mesa de fusién eon

sodie es completamente blanes y muy higresedpies, traténde-
se neguramente de ls precipitasién 0.pept£nea de sales meti

licas.

C)e= En nuestra intenciém de obtener datos acerea de

3 presente en ol resf

duo total se realiza con esta disclueidn I un espeotrc ds -
absoroidn ouya gréfica se acompafia (gréfics 3) ne dserviadp
se ¢n ella midximos destaeados que permitan wna orientaeién

de la posidble naturaleza de dicho compueste,

LA A R X 2 1 L 2 2 L 2 J

Otra ﬁoqneﬁa parte del sflido total la empleamos en ls
deterninaeidm cusntitativa del contenido en nitrigeno del -
conjunto, previamente scmetide a una prolengade deseeaciéa

en vacfo sodbre KOH,
£ N 8481140 total .eceae 5,26 § 5,12

y asfmismo en la incinerseién prra la obtencidn de cenizas
econ qée realizer andlisis espectral de Im elementes metfli.
eos separados de la fosfatasa renal en la electrodiflisis »
e¢lorhidrica, El esquema del espectrogrems es el siguiente -

obtenidc eon dos mucstras de cenizas procedents de dos ope-
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::::‘ :;&l Contenide Amp, | Y | Exp, | Ovserv, —
-t~ -

Po | o= | ccccmnca.e == | = |28 s, |Orient,
Cu | 14 |Cenizas I 3,75 | 32,8 5 m, | Anf11stse
Ca we | Cenizas II ? . ' 1d.
Cu cecommcnee - e | we Orient,
we | «= [02n (eeps) (Zn) | oo | wal 2 m. 14,
e | == {804Fi(0upe)(Mt)| oo | oof - I4.
-- - So‘ng(e.p¢)(ut) .- ee| - Id,
ce | == | 00gCale.p.)(Oa)| wo | ee| - Ia.
e= | == | A1p05(0epe) (A1) | oo | eof o- 1 Id,

Del estudio del c:peetrogramn se deduce una gren rinuesas
en !hgnggzn,dc les cenizas, asf{ comp la presencia de ging,
nfguel.nalolo, hiexre, sodie ¥ petasis.

Se ve, pues, que en el sflido total ebtenido de las

aguas de diflipis existe una parte minersl y un eompsnente

nitrogenndo, siendo adems de destacar la notsble presencia

de fésforo en el eonjunte,

SREPARACION DEL COMPONEETE MINERAL

A lograr ln sepsroeién de smbae fracciones, minerasl y

nitrogenada, van encaminados los ensayos siguientes,

Cuando la disolucién totel acuosa me trata eon eleohel
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de 96% ee forme un sbundente preeipitade quedsrds la disoly
eién eon el mismo color que possfa, Eghe precipitadc forma-
40 le sepsrames del conjunto per centrifugacidén, se lava we
con nlechol y se seca en desecador de vscfog se twata de un
s881ido blsnco pulverulente, nada higroseépice que ensayade

cunlitetivemente demuestra ng _poseer nitrégenss no posee pg
der redueter alzuno frente al ligor de Fehling ni afn dege-
puée de haberse calentado a reflujo previamente eon sosa o
deido olerhfdrico; disuelto en £cido nftrieo diluido d€ re-
acei’n pogitive muy abundante da féafore con mclibdato amg

nico.

Para 1a seprracidn de esta psrte minersl as mucho meee
jor que trotar ls solucién acuosa del resfduo total de eva-
poracién de las sguas clorhfidricas de la electrodidlisis «-
deida eon alcchol de 96%, sobre todo cuasndo en dieha s0lues
eiéi acuosa no ha tenido lugar la precipitseifn esponténea
de parte mineral, hacerle directsmente con alcohel absolute
sobre el nismo resfduo ya que de este modo es mucho més eff
elente la separacidn,

5 de este com-

ponente mineral se replizs colurimdtrica y gravimétricamene
tes

n).- Determinreién colorimétricat 0,0040 grs, del sé-
1ido blaneo eonteriendc ffsforo se disuelven totalmente en

5 cce de une mezcle de 4 ce, do acua destilada y 1 ce, dé
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deids sulffries diluido; Do los 5 ces tomamcs 2 6 1 eco ooy
pletandc basta les 7 ee, eon agus destilada y sfadiends les
3 ee. correspendientes de la eolorimetrfa cel fésfere

20 _Bxhe _mexar/es.

Tomando 2 ¢G¢ oeee 24 ﬂgm 090043
® 1 et sees B0 0,208 0,0021

Como en o) segundo caso s dilucidén fué 1 1 50, correspense
den 8 los 5 ¢y © ses & low 0,0040 gre, de sflide utilise-
doy 50 o 0,021 = 0,0010 gra, de fisfore,

’ ’ rY XY YITIL a

ble= Determinactién gravimtriont 0,1734 grs. de este
sélldo blanee se atacan féeilments eon wesels sulfenftries,
se d!luys, neutraliss con amonises y afade mixtura megunesiy
ns y anonisce conforms s 1a téenicn gravimftries de weleres
eidn de fisfore, Peso del preeipitade obtenide 0,0417 gre,

£ P ssecnness 2431

X1 eontenido en féefore de un sompueste gue tuviese do fére
mia 0 =P3) 30 corvespondients a wn fosfate diddeies
m ouyo dtomo de mets]l divalente tiens wn pee

9o atimico medio deo 30 o3 24 5,
Iuege podemos eomsluiy que, protdlemente, este cuerpe
que se precipita com alcohel de la solueidn acuoss 48l resf
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duo total de las sguss de s eleotrediflisis clerhféries,
o8 una mexcla de distintos fosfetes metélicos, |

Anflinis de_las conizame= Une pequefan fraseién decate tl
1140 ¢ inciners en orimol de platine obteniendo, sin eardg

nigarse, abundantes ceniszss completamente rejas, fotografipg

do su espretye con arregle sl siguiente esquemat

Yo - cememenee | e | ee | 1,8 ni0rtent,
Cu | Lni:n rrodblema] 3o8 | 32,8] & my|Andlisie
. 14, ids o PO oe 14,

- s Ca (oups) e | e |2 mlovtent,
e - 03(‘0"’ e oo e
oe e (.:Pg) e ' ‘

o o 4‘!(.090) b .o

e g 20‘7“2(.099’ Lad .. g
t ' i‘ - ‘ P oo l , '

Del estudio del esneetrograme se deduce ls existencia en o

las cenizes de ging, hisrzm, salois, asdin, potasic ¥ nfsmds
1a existencis del megnesie podrfa ser ealifioada a 1o suwe

eomo de indiciss pero nunca en las proporeionss ¢n que 98 «
encontrata en lme cerizas obdtenidas s partir ded sflide tee
tal de evaporseidn,
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Se realiga nuevo espeetrograma comparande los dos tie-
pos de cenizast a), las obtenidas del resfduo total de d1é~
lisis ¥ b), las eenizas rojas del sflido separado per preei
pitaciét con sleohol de 1r disclueién ascucsag nes detenemes

dnicamente en e] ectudio del megnesiot

Blec. |Tala c: L 1 o

bage |dre ntenide Amp, A 4 Exps | Ovserv,
Yo - cvcemsrn | oo | o= 28 s, { Orient.
;| 1% Gentsas & |5,76 (32,6 |35 m pom), Mg
.- - 1a. » - - - | 14,

- 24 80 Mg e | o 2 = Prient,
Oun ceeceeme | ee | oe - 24,

De #1 se deduce que dnigsmente existe magnesic en las ceni~’
sas totzles y no aparece en las progedentes del sélido pre-
cipitade, Hay que haser notar gque la prooib&taoi&nqun‘nleeo
hol ee ha hechio en este caso inmediatamente de preparar 1la
disolucién acuesa y sin dar lugar a precipitacionss en ¢l -

gseno de la misma,

ESTUDIOS ACERCA DEYL COMPUESTO RITRCGENADO

¢e Cuande

de la solucifn acuoss ds la sustancia total ebtenida de las
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aguag de la electrodidlisis elorhfdrica se ha separsde um
euerpo s%lide por seperacidn espontdnes y posterier tratee
miento eon alcohol dd 96% e mejor afim, eomo se ha dicke ap
teri-rmente después de tratar dicha sustaneia totulfcbn ale
cohol absoluto, queda un l{quido aleohfliee de eclor casha
que al dejar evaporsr en un vidrie de reled ¢4 lugsr a m
e81ido eoloreads 5, eristalizado como pusde chservarse em «
las fotograffas adjuntas y euyo anflisis cuantitative de ni
trégene dht

2 N secncenss 11,083 10,403 10,70

dates de tnfilisis de opernciones distintas,

Aunque desde un prineipic se vislumbra uns estrustura
eristalina sin emhargo, ne se logra la aparieién de estos -
cristales mientras no ha terido lugar uma separacién efiecas
de les fonfatos minersless Al geparar la Traccifn mineral -
ha aument=do el pereentaje en nitrégens un 5,82 £ este sé=
1ido me extiende mfs sobre plato poroso, en §1 le dejames =
secar durante cuatro dfas y efectuade un punto de fusién se
obgerva alrededer de 110.120¢ coms un reblandeeiniente y al
peguir eelentando una intenra earbonizeeién de la suetancia,

Al evaporer en vidrioc de relsj una mayor cantidad de «
in solueiln aleohflica anterier sdtenemos de ln misma mane-
ra le surtancis bien cricstalisada en el centro del vidrie ¥

a tode eu alrededor sembrado de pequefias agujas qus al aglg
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meraree presentan débil oclor, Secada una parte deellas ag
bre plato porsso se observa al hacer un punte de fusifn un
eambio completo de aspecte a 12012293 verificade anflisis

de nitrigeno eon eamtas pequefias agrjas se obtiene un valer:
2 X easscccsssscecrsnes 23,58

Con erte 861ido B se hasen rescciones de aminas primarias en
goneral y de aminag primariass sromiticas resultando azdag e
pruedbas negativase Al tratar eon KaOH le disolucilm de la =
sugtancia en la resceiln de la carbilamina aparece una fnee
tersa ¢oleraeién naranja, '

En la extracciln con éter sudbisguiente al tratzmiente -
alealino de la disolusifn acuosa del s8lide 5 no se logre

geparar sustancia alguna,

!anzn:zg;na.lhn!znzﬁnp- Bn uns disolucidn aleohblien a1 -

1/00 del s8lido eristalizado obtenide por separseifén de la
parte mineral se realiza sn ~speetro de absoreién ouys gff
fios sc ascompafia (gréfica n® 4) y que es de igual aspeeto
que la n? 3 realizada eon anteriorided a la scparseidn de

la parte mineral,

Presencia de suciancies reductorams- Una disclucién acucss

del s8iido S’ﬁa presenta poder rsductor alguno rrihto al -

licor de Fehling.

p,« Parg investi-
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gar la lideraeifn de sustanci~s reducteras del sflide 8 per
niarfliisie £cida, calentamos a refluje 0,2 gre. oon 8 coode
feid> olerhfdrieo 6 ¥ er apsratc de sjuste esmerilsde durap
te tren horasy en este tratamientog 1s solucién, que ol o
principio es dfbilmente colersads, se oseurcee netadlemente,
Prevismgnte neutyalisads 1a solueifn elorhfdrien y steervey
éc su poder reduetor frente o) liesr de Tehling; st dMem wo
presents ia reduseién tfpiea de diehc resstive, sin eubarge |
tisne lugsr, prolongando ls ealefseciién, 1a formeeién ds um
preoipitade ecler srems que no se transforma subsiguienteee
mente on ¢l Sxido de osbre reje,

Kl misnc engpaye ds hi-pSlisis en medio alealime ¢in
KON 6 ¥ no ecnduce & uns pruste mis evidente del poder ye=
dueter,

Con la sclueién eclerhfdrieoa de hidrélisic se enseyan
resevciones de Juzosas Y DEniSsAR con reeporeins y ereime~elg
ruro férrieo respectivemente, En ¢l primerec de los casos se
produge oon Yegoreimm n etullieifn uwns eclerssifn reje ampe
ranjada (resceifn oavacterfeties de las Nxosss)) cnlenteds
1z golucilén eleorhidrion con sreine y una gote de oleruro £
rrico se produce wne 46%1 eeleraeifn verdosa (1a oclery
o1én verde ee onrneterfaticn de las pentosas)s

Tomando 4 00, &0 e wisme disolucién clorhfdrien de N
drflisis neutralisads, intentames preperar lz csesom afiaee
diende 0,4 gras de elorhidrato de “enilebidrssine y 0,6 gre.
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de neetato sfdien, dispeniéndose ol eorrespomdiente m;!
de armm destilada, Al o2do de unos 20«30 minutos se produwese
en ¢l tukc prodliemm un ¢ turbdiamiente sinm que temgan lugar -
1a formgaifn intensa e prewipitads y ein que pueds Yeerie-
talizarse Zebidamente pares 1a ejesucifn de eus eongtantes o
f{eicas.

E1 oflido sbtenide por ovaporesifn s seguedsd de s 4
solucién elerhfdriea de hidrélieis del oflido 8 &£ con seee
tate de erilinn cchmua roja, 20 mmy intenss, idintiem a
la ocagiomada por wma 8leolucién muy 4ilutde de FURFURG,

Conviene en sste punte hecer las siguientes conpiderse
clonest
1#), ¥ furfurel 4 con regsreins wna resccién andlege a le
que presentan lasiaxosas y que fuf odwervads W nosetros e
anteriormente,

28}, X1 fugfurel proesde del tratamiente clorkfédrico de pag
tonas, hetho gue puede Telasionarse com la 48v11 coleresfin
que se produefa en le resceifn eryeineseloruro férries,,

38), Como hemos comprodade experimentalments usa disclweidn
de xilosa a ums ecncentrasiln muy pequefia ¥ eprexinsdamente
fgual a 12 Ripotétioa gue podfe odtemerse en muestyrs hidrd
11ais clovhfdrios no tiene inlfuencis alguna reductorn oo~
bre el licor ce Tehling, |
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EfarSliaia slerhfdrica ds la foafatass. repala~ En wn matras

de ajusrte esmeriledo onlentampe & refliujo en hafic de sceite
0sé £re, d- fosfatama en 20 cej de fcid- clorhfdries 6 ¥ dy
rante cuatro horas, al eabo de las cuales destilamos ¢l eop
Sunto y a uns mestra dol 1fquido recogide sfisdimes umss g
tas de aniline y C1H ecneentrado aparecionde colerseién ro-
Jo intensa oarseterfstica del furfurel, Unme poreiém de 1a «
solueién elerhfdrica de hidrélisis, previsments neutralisse~
dn, de la fcefatass tampoee presents peder reductor fremte

al lioor de Fehling,

Eiarflisis sulffrien de l1a fosfatass ronals- Opd grs. de =
fosfatese pe calientan a reflujo on matras de sjuste esmeri
1sdo ecn 20 co. de doido inﬁﬁn al 223 eon mmestres pre-
vinmente neutrsliszades emsayamos su poder reducter freate
al licor "¢ Fehling al eado de uns, dos, cuatre y cche Mg
¥as de calefaceifn, siendo la prueda negative en todos les

ORN0Se

axisg.- Una muestra de 1z disolucién scuoes del s”lide S se
trata eon uns golucifn scucms al 107 de moliddato amfniee
formdndone un sbuniante preeipitado de ecler dlanse, Se ree

coge ¢l pregipitafioy se lava bien son agua, se secs ¥y doteQ
mina su puntc de fusién, Punto de fusiént ne se odserve fue
 #ién ni camdioc alguno s leos 3508,
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Unoe centfmetres cfidicos de¢ une disclucién aleohflfes
del 9811dc S ge tratsn esn 1 o, d¢ una disclueién texbiém
aleokflica de deido pferics, formdndose un intense enturbdiy
miento dlanco-ammrillento que »e disuelve on axgesd deé ales
coholg esta turbides se deposita en ¢l fonde del tube de o
seyo, =e recoge por decantscidn y se lava varian veoes com
agur, se seca y odserva ol punto de fuoidén, F.f, 1808 eon «
deseomposicidn,

PRESFNCIA IE FOSFORO

Anflisis cvalitetive de f8afore en la fosfatace rian!

a)e 0,2 gre. de fezfutsss 9e afinden a 10 e, &0 agus destie
he!a: st agita durante uncs minutes, se filtra ¥y se invese.
tiga an ol filtrade 12 presemeis de fésfore con les reactie
vos &8 la eclorimetrfa, resultande ¢l ensayo cempletaments

negativeo,

ble 0,2 gras @e fosfatase se efinden s 10 oo, de £eido eleg
hidrieo 0,1 ¥ efdéntica comcentracién a 1z onpleads v e

a3f1inis dcidae} se agita como en el camo anterier, se i}
tra v se investiga Ge la misma menera ls presencies de fée-
foro en ¢l filtrade recultande le prueda igusimente negati

Yae
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hndlisie de fSsforo en el eompuesto nitrogenads,

E)l s81ido S disuelto er ngua deetilada no df direetaee
mente gon molidbdato aminico ningén preeipitado que indique
presercie de f4afore, Una pequefa poreién del s8lido S diee
suslto en agua destilada ee hierve unce minutos eon feido -
nitrie~ diluido y en e-tas condiciones s¢ cdiiene con moli)}
dato aménico un abundente preeipitado a-arille que demtege~

trs 1a presencis_de féaforg.
Biarfis-is cloxhfdrion,- 0,8 grs. del sélido S se ealiep

tan a reflujo con C1H (1 & 1) durante ocho herse inoremene-
téndose notablemente el eoler de ls disolueidn, Uns muestra
de este discheién, previamente neutralizada, produce sl ser
erlentada en medio nftrieo eon molidbdato amfnico el preeipl
tado earscterfeatico debido s le pragencie de fésfores

Asfmismo susndo en 1 disolucién odtenids en lon snte-
ri-rrs ensayos de hidrflisi- clorhfdrica del eompuceto nie-
trogenado se trats eon feido nftrico en galionte psra hacer
desererecer 12 ceeifn inhididere que posse el C1E godre o}
ensayo de! fésfore, y luago se ensaya la presencis de féefp
ro, ¢! resultado es positive, |

la disoluoidn clorhfdriea odtenide se destiln 21 wvaefe
a nequedad eompleta y el 881ido obtenide se trata econ agus
deati lada qucdandohunn recuefa poreién ingoludle en ella 1
que cualitativemente on-eypao posee nitrégencs la solueién
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acuoss se evapora s sequednd y el resfduo todel tratado gon
alechol absoluto deja una parte sin disolver II gque 4f resg
eién de fésfore y deja una polueién slcohélica que evaporyse
ds 8 sequednd 44 un 98lido nitrogenade euyo andlieis cusnmty
tativo 443

! g 9SSBT O0BEHIDOGOEOIGS !0.?0

E1 yeafduc totsl de evaporaeidn de le disolucién clore
hdrica de hidrflisis deja al ineinerarse resfduc dlanqueei
no e8Cass,

le enteriormsnte expueste se resume on ¢l esquems glee

guierte,

la disolucifln ascucse del resfduc totsl obtenide en la
nidrélisis olorhfdries cel eflido S tratade con las sslueig

nes de moliddnto amfnico y deido pferieo segfin se expuso ap
teriormente no produce precipitads al enturdiamients algunmo,
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Pequefia poreidn inscludle I
nitrigenc positive.

Re

Bltda b Q- Ceefl Agua.. Tt

80%:‘:“- on ufm Dlesl lu‘lﬂ
en aleo- 80
. ol aenoss X2 Reaf ale.
Solue,
alecokfliea

881140
Eot.lqu

COPULACI™N DE 1A PROTEINA DE FOSFATASA FENAL CON RI. SOLIDO S
AISLADO EN 1A EIECTRODIALISIS CLORKIDRICA

la operaeién de diflisie se dispone en odmers frigorf-
fiea mantenida eonstantements a 2.3% con arreglo a las camg
terfsticas ya sefisladan on la eleotrodidliste clorhfdriea -
a temperaturs smbiemis, Remotamente igusl que en aguella la
proteina formade enigre ¥y ee va depositandc progresivaments
en la membrens del oftode en forma de une capa sumaments o
blanea,

la proteins se vecoge por eentrifugscién del conjunte
de lr céluls central de la eudteota de didlisie ¥y se ecmserva
a 00 haste el momento de st utilizacién, Bn este ensayo a «
bYaja temperatura se obtiene unn cantidad de sflide 8 arras-
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$rade por las aguas de 4iklisis menor de la que era de espg
rar, teniendo en ouenta la oantidad de Tosfateea utilizada,

referide & la de ensayos a temperaturs ambiente,

Bnaavoe de copnlacifn.

Se prepara unc suspensién homogénes de la proteina en =
agu> destilada que eontiene 0,010 grs, de ¥ en cada contime-
tro efirico,

0,035 gra. de sél1do 8 ge disuelven on 6 ec, de agus, -
solucién pera ser atilizada jnntamcnto eon la anterior suspep
gién en los enzayos de copulasién,

Como pubstrato se utiliza disolucidn W/20 de gliccrefeg
fate sfdico en el misme tampén de mcetato-veronsl a pH 9,16,
éptimo de la fosfatasa, que también se emplea eomo testige.
El conjunto se celienta durante una hers a 409 con arregle -

al sigutente dispositivol

1 1 b4 I
Solucién de glicg L
rofosfato-tampén 4 co. 4 co, 4 ce. l!o

Toutatasa evssces | 0,000 gyrse{ 0,008 grs. 0¢0§5 grse
AZUR seessesscons 4 oo, 4 eo. 4 o0,

4 col 0 |2 ae.w oﬁ 4 co p0




v Y | 129
H
Glicerofon~ ' :
fatomtampén 4 oo, 4 ce. 4 os,X,0
Proteina Yy 4 e0,. 4 co, 4'06‘
4 ec,Hg0 2ee ec Mg 4 ce 0
Ho |ungpree | o
VIl VIII X
G114 fog-
fato- tampén 4 on 4 oo 4 co.Hy0
Proteina .. 4 oo, 4 ce. 4 sc.
2 ees Ho0- | 2 cey 901, S- 2 ecc, HyOe
2 0. 801.8 | 2 ce.Mg W20 2 ec, 901.8

Durante el curso de la enlefeceién se agita frecuentemente y

al fin de ella se enfrfs eon hiele ¢l dispositivo de hidrdly

sin.

Del total de 12 co. se toman 8 a los que se sfieden 2,8 «~-

cce de agus ¥y 0,8 ec, de doido tricloroseftice al 20 £5 ¢o -

filtra y del filtrade se toman bien § cey ¢ 1 e0. que '..".

luyen hasta 7 ce. s los que eson aladidos los 3 eorrespondien

tes de la eolorimetrfa del féafore,

la valorseién arrojs les siguientes resultadest
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Fosfataaa renal sess a0 centey GG,g ‘
Testigos

Yosfetasa renal eon magnesie 83,7 ¥
Acoién de la "proteinz" independientemente

eobre el substrato de glicerofosfate <.eee 0,09 §

Aooién de la "proteina” juntamente oon el

ién MAENERi O ceevscceescsrescensssncesnnne 0,10 ’

Copulaeidn "pr-teina™~8811d0 8 seeccncces 0415 %
+4

Copulaeidn "proteina®-sélido S-1én Mg . 0,12 ¥

Testigo "proteina®-eflido B sin sudstrate 0,04 £

Se deduce de ellet 12), el heeho inmistentemente repe-
tido de 12 setivacién de la fosfatacs renal por el 1én mag-
nesio,

20), 12 "proteina” independiertemente ejerce en estas condf
eiones experimentsles una aceién extraordinariamente dévil,

de 1» misma menera que unida sl ién mognesioe,

3¢), 1a Unién "proteins®-sdlidc 8 no tiene mayer acecién so-
bre el substrato, asf eomé la unién "proteina”-sblido S5-1én
magneeio, que la sfrecida por la "proteina®, teniendo en --
cusnta la pequefia 1liberacién de fésfore que tiene luger a -
partir del sélido 8,
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CONCLUSIOERERS

MEE W =R RBESSSREe R h R mE N

1*),- ln di1lisis acuos= sencilla prolengada de la fosfatasa
rens] oeasiona descenso notable de su aetividad ensimf
tion.

28},- La electrcdiflisies acuoen de la fosTatase renal predue

ce 12 imetivneisn tctal de 1a anzimg,

38),- Lo incineraeién de 1a fosfatesa dinlizada on medio -«
acuose no dejr resfduo que permita su caracterizaeidn

sspectral,

4% ),- E1 contenido nitrogenade de la fosfatesa pasa de anee
tes 2 despuds de a diélisis de un 16 L a un 20 %,

52),- E1 ﬁﬁéllsia cgpectrel de las cenisse obtenidas del ed-
1iédo totel ée evap raeidn de lss acuas de la 0lectro--
didlisie ncuosa pone de manifieste la presencia sdune-
dante de megnesio, ssf{ como de e¢ine, ealeio, hierre o

indicios de sodio y yvotssio,

62).- Bn e1 resfdro total de evaporereifn de les aguas de la
 electrodiflisie scuosa pe cbserve 1a presencia ds uns

sustancia de coler marrén, que poese nitrigenoc, ol --
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cual no se encuentra en forms de grupos —'3é.

78).- In eleotredidlisis clorhfdriea de 1a fosfatasa renal
deposita on la membrana eatfdica una sustaneir de ase
pecto totalmente protéico eon un contenido en nitrége
no del 20,4-21 %,

8%),- En las sguas clerhfdricas de la electrodidlisis se sp
pera por eveporacién un resfduc en el que se demestra!
n), Presencie de $éu foefdrico y de N, éste en proper
eifn de 6,2 %,

b).~ Presencia er sus cenizas de Xg, como elemento -
mfs abumdsnte, y adends Zn, Hi, Ca, Fe, Ma y K,
en deeir, toda lz parte minersl del holefermen-
to

¢)s- Por tratamiento eon mlcohel, quede un resfdus mf
neral insoluble que cerresponde s la férmula o=
P04Hlt11, en el que el andlipis espectral revela
1a presencia de todos los ionee metdliecos ante-
riores, éxcepto megnesie,

d)e- De 12 solueién alechélics del tratardento antee«
rior, cristaliza un produete eon un contenide en

N del 11 %,

98),~ En este producto nitrogenado se pruebdas

8)e= Praseneia de magnesio,
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b).= Precipitaeiones por molibdato aménice y pr detdo
pferice (p.f, 1802 4,), que después de Mdrflle-
sis clorhidrica ya no se producen,

e¢).- Pregencia de péntosa y de ién fosférieo en sus
productes de hidrélisie.

De todo ello, en prinecipie puede deducirse el carfe--

ter de difosfonuecledtido de le cofosfatasa rensl, a -

precisar posteriormente en un mds amplio estudie que

ee realiza,

102),- Se huecen ensayos de eopnlaeisn eon este s611do eris=
talino y "proteina® de fosfataea obtenida en uns epe-
racién de electrodidlisic cloerhfdries a 20-3¢0 ein -
que se produsca reactiveeién alguns, eiende de terer
en cuente pers la interpretseidn procedente la rupty
ra del etmpuceto obtenido por evapersoién de lag -
aguas de didlisis y la probaide inactivaeién de la -

"proteinsa® por el pH dei medio.



