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Una nueva reaccion de
transfosforilaciéon enzimatica

Por R. E. Trucoo, C. E. Carping, A. C.
Pavrapini, R. Carurto y L. F. LerLor

(Instituto de Investigaciones Bioquimicas -
Fundacion Campomar. Julidn Alvarez 1719 -
Buenos Aires)

En el curso del metabolismo ocurre repe-
tidas veces el pasaje de un grupo fosfato de
un compuesto a otro. En casi todos los ejem-
plos conocidos estas transferencias se efectiian
con la intervencion del sistema del acido ade-
nilico (4cido adenilico o adenosinmonofosfé-
rico: AMP; dcido adenosindifosférico: ADP,
v 4cido adenosintrifosférico: ATP) de acuer-
do con las reacciones:

Substrator — P + ADP — Substrato; + ATP
ATP - Substrato : - ADP +4 Substrato: — P

El fosfato del substrato, se transfiere al
ADP transformandolo en ATP, del cual puede
pasar a un segundo substrato, o bien liberarse
como fosfato inorginico por accién ‘de una
enzima hidrolitica (por ej., adenosintrifosfa-
tasa).

Axelrod (1) comprob6é experimentalmente,
por primera vez, que puede realizarse un pa-
saje de fosfato sin intervencién del sistema
del acido adenilico. Por accién de la fosfatasa
acida de los citrus demostré que el fenilfosfato
es capaz de transferir su fosforo al alcohol
etilico dando un éster. Meyerhof y Green (2)
sefialaron la posibilidad de un proceso ana-
logo entre el dcido creatinfosférico y el gli-
cerol catalizado por la fosfatasa acida intes-
tinal.

Los ejemplos mejor conocidos de este tipo
de transferencias de importancia bioldgica son
actualmente los de la fosfoglucomutasa y de
la fosfogliceromutasa del musculo y de la le-
radura. La primera enzima realiza la transfe-

rencia del fosforo de la posiciéon uno del glu-

cosa-1,6-difosfato a la posicién 6 del glucosa-
1-fosfato. El glucosa difosfato actia como ca-
talizador, siendo el resultado neto la trans-
formacién del glucosa fosfato en glucosa-6-
fosfato (3) (reaccién 1II).

La fosfogliceromutasa cataliza una reaccién
similar a la anterior, siendo el resultado neto
la transformacién reversible del dcido 2-fosfo-
glicérico en 4cido 3-fosfoglicérico. Aqui actia
como coenzima el acido 2.3-difosfoglicérico (4).

Una transferencia similar, pero no igual a las
anteriores, ha sido hallada estudiando la for-
macion del glucosa-1,6-difosfato por el Esche-
richia coli.

Se comprobé que este microbio es capaz de
utilizar glucosa-1-fosfato dando origen al diés-
ter, el cual se acumula en el medio de cultivo.
Ademas fué posible obtener extractos libres de
células, en-los que se comprobé la existencia
de un sistema enzimdtico que efectia la sinte-
sis de glucosa difosfato sin requerir un proceso
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oxidativo o fermentativo simultdneo (3). De

b
acuerdo a los balances efectuados la reaccion
puede formularse asi:

2 glucosa-1-fosfato — glucosa-1,6-difosfato -+ glucosa

El proceso es aparentemente analogo al de
la fosfoglucomutasa de la levadura y del muscu-
lo (reaccion II), con la diferencia de que aqui
el dador de fésforo no es el diéster sino otra
molécula del mismo monoéster.

Ademas de esta transfosforilasa se encuentra
en los extractos de Escherichia coli una fos-
fatasa entre cuyas acciones esta la de transfor-
}nar la glucosa-1,6-difosfato en glucosa-6-fos-
ato.

Esto hace pensar que sea éste uno de los

mecanismos de transformacion del glucosa-1-
fosfato en glucosa-6-fosfato.

Las reacciones que tienen lugar en el Esche-
richia coli, en el misculo y en la levadura de
cerveza son, por consiguiente, diferentes, tanto
en la sintesis del glucosa-1,6-difosfato (reac-
ciones I y III) como en la formacién del glu-
cosa-6-fosfato (reacciones II y IV).

Muisculo y levadura:

I glucosa-1-fosfato + ATP — glucosa-1,6-difosfato +
ADP

IT glucosa-1,6-difosfato + glucosa-1-fosfato <
< glucosa-6-fosfato + glucosa-1,6-difosfato

Escherichia coli:
IIT 2 glucosa-1-fosfato — glucosa-1,6-difosfato -} glucosa

IV glucosa-1,6-difosfato — glucosa-6-fosfato -+
-+ fosfato inorganico

Junto con el E. coli fueron ensayadas otras
bacterias, pero soélo se obtuvieron resultados
positivos con dos representantes mas de la tribu
Escherichia, la Klebsiella friedlinder y el Aero-
bacter aerogenes.

Otro hecho interesante que ha surgido de
esta investigacion con el Escherichia coli es el
del pasaje a través de la membrana microbiana
de ésteres fosforicos. En general, se admite
que los ésteres fosféricos no atraviesan las
membranas celulares y por ello no son utiliza-
dos. Se ha podido demostrar que los microbios
vivos fermentan el glucosa-1-fosfato sin des-
doblarlo previamente y devuelven al medio
una apreciable proporcién del mismo (alrede-
dor del 7 %) al estado de glucosa difosfato.

(1) AxerLrop, B.: J. Biol. Chem., 1948, 172, 1;
176, 295.

(2) Meyernor, O., Green, H.: J. Biol. Chem.,
1949, 178, 655.

(3) Lerow, L. F., Trucco, R. E., Carb:ng, C.
E., PaLabmi, A., Capurro, R.: Arch. Biochem.,
1948, 19, 339; CaroiNni, C. E., Parabmni, A. C,
CaruTro, R, LeLOIR, L. F,, TrUCCO, R. E.: Arch.
Biochem., 1949, 22, 87; Trucco, R. E., Carbmi,
C. E,, PavLabmni, A.; Capurto, R, LeLor, L. F.:
Ciencia e invest., 1948, 4, 433.

(4) SutuerLanp, E. W., Posternak, T. Z.,
Cory, C. F.: J. Biol. Chem., 1949, 179, 501.

(?) Lecowr, L. F., Trucco, R. E., Caromi, C.
E., PaLabini, A. C., Capurro, R.: Arch. Biochem.
(En prensa).

CIENCIA E INVESTIGACION




i

*

(6) PaLapmi, A. C., Caputto, R., Leromr, L.
F., Trucco, R. E., Caroiny, C. E.: Arch. Biochem.
(En prensa).

Evaluacion del nitrégeno
organico en suelos por
Kjeldahl sin destilacion

Por la Dra. Maria A. S. b RoxpiNt.

(Laboratorio de Microbiologia y Bioquimica
Division Edafologia - Instituto de Suelos vy
Agrotecnia)

Un estudio detallado pone en evidencia las
ventajas que sobre el Kjeldahl clisico presenta
el procedimiento de eliminar la destilacion
reemplazindola por la valoracion directa del
ion amonio en la solucion, producto de la des-
tilacion.

Al mismo tiempo se investigaron los factores
que precisan la sensibilidad y exactitud, de-
talles importantes en el caso de los suelos, cuyo
tenor normal en nitrogeno es de 80-500 mg.
por cada 100 gramos.

Dos puntos principales se tuvieron en cuenta
al realizar este trabajo:

1) Precisar con detalle el tiempo exacto
,que debe durar la digestion de la sustancia
organica cuando se utiliza selenio como cata-
lizador; pues se ha comprobado que prolon-
gando la digestion se obtienen pérdidas de
nitrogeno.

2) Reemplazar la destilacion por una titu-
lacién acidimétrica, operaciéon ripida y de
igual sensibilidad.

La técnica adoptada con51ste en:
a) Mineralizar el nitrégeno por medio del

. 4cido sulftrico y del calor en presencia de

selenio metalico.

En el caso de suelos, esa dlgestlon ha sido
establecida en 15 minutos de duraclon, debién-
dose fijar el tiempo adecuado si se trata de
otra substancia organica.

b) Neutralizar, en la soluciéon de la diges-
tion, el exceso de dcido sulfurico con hidroxi-
do de sodio 10 veces normal; tratandose de
suelos, en esta operacién precipitan simulta-
neamente los 6xidos de hierro y de aluminio,

deben ser eliminados por filtraciéon para
(fla&ltar la titulacion final.
c¢) Valorar el ion amonio, utilizando una

solucién- neutra de formaldehida diluida al

18 %.

v e (NHI)J SO + 6CH::0 —
a2t (CH2)|1N4 + 6H20 + 2H:SO4

La reaccion produce hexametilentetramina
(neutra) y dcido sulfarico, en cantidad equi-
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valente al amoniaco, en el producto de la di-
gestion.

Por titulacién acidimétrica se determina la
cantidad de dcido formado, empleando hidréxi-
do de sodio, décimo normal, en presencia de
fenolftaleina.

Se comparan las dos técnicas mencionadas
del método Kjeldahl, con destilacién y sin ella,
en suelos tipicos, argentinos, de regiones geo-
grificamente bien diferenciadas.

Se comprobo que:

1) La eliminacién de la destilacién en el
Kjeldahl, no altera en lo mds minimo su sensi-
bilidad.

2) El método es de una rapidez apreciable;
permite realizar unas diez muestras de suelos,
por duplicado, en tres horas aproximadamente.

3) El método tiene una exactitud aprecia-
ble; utilizado en substancias orginicas de tenor
conocido de nitrégeno, acusa un error de
0.02 %.

4) Dado que el método fué ensayado en
muestras de distintas regiones, correspondien-
tes a suelos de diferentes estados de evolucion,
se infiere que puede aplicarse a cualquier
suelo, sin peligro de alterar la sensibilidad
comprobada.

5) El procedimiento estudiado puede apli-
carse también a la evaluacion de nitrégeno
organico de cualquier substancia nitrogenada.

El trabajo realizado en el Instituto de Suelos
y Agrotecnia, de la Direccién General de In-
vestigaciones Agricolas del Ministerio de Agri-
cultura y Ganaderia de la Nacién serd publi-
cado en la Revista de Investigaciones Agricolas,
6rgano de dicha Direccién.

Carencia de accion antimalarica

“de los alcaloides crudos del

Pogonopus tubulosus

Por VeENaNcio DEuLOFEU

(Cdtedra de Quintica Orgdnica, Il Cur-
so. Facultad de Ciencias Exactas, Fisicas
y Naturales, Buenos Aires)

El Pogonopus tubulosus es un arbusto de 3
a 5 metros de alto, perteneciente a la familia
de las rutdceas, que crece en la Republica
Argentina, encontrindose de preferencia en
las Provincias de Salta y Jujuy. Se lo conoce
también con el nombre de Pogonopus febri-
fugus y con los vulgares de cascarilla, quina
morada y virreina del monte. Hieronymus (1)
menciona que su corteza se usa como remedio
eficaz en las fiebres intermitentes.

En 1888, Arata y Canzoneri (2) aislaron de
una muestra de corteza, clasificada en forma
incierta por el Dr. Domingo Parodi, y a la
cual consideraron como de P. tubulosus, un
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