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PROLOGO

El presente folleto comprende todo el contenido de la serie de
conferencias que profesé su autor en la Escuela de Medicing de la
Universidad Nacional de México. Han sido ampliadas y revisadas
con objeto de abarcar los Wltimos trabajos, aparecidos en las revis-
tas especializadas en estos prozimos pasados meses. La bibliogra-
fia, en efecto, alcanza hasta diciembre de 1939.

EL propésito fundamental del autor es el de ofrecer al publico
culto de habla espafiola un reswmen moderno y actual de los milti-
ples problemas cientificos y técnicos que se relacionan con los Fer-
mentos.

Va dedicado, este librito, con preferencia, a Médicos, Farmacéu-
ticos, Bidlogos, Quimicos e Industriales; y también a estudiantes
aventajados de esas profesiones.

El simple enunciado de sus capitulos pone ya de mamifiesto el
interés de los temas que se tratan. Si el autor acerté a exponerlos
con claridad, lo habrd de decir el lector; su deseo mo fué otro.

Quiero expresar, una vez mds, mi gratitud profunda a La Casa
de Espafia en México, que pairocina y edita esta obra.

Jost GIRAL

México, D. F., diciembre, 1939.



PARTE GENERAL

BOSQUEJO HISTORICO

La alteraciéon profunda de la materia organica constitutiva de
los seres vivos cuando éstos pierden su funcionalismo (su vida),
es un fenémeno conocido desde los tiempos méis remotos. Con el
nombre especifico de putrefaccién se le distingue en log casos
de materias animales y aun vegetales que originan, en el curso de
dicha alteracion, substancias repugnantes por su olor o por su as-
pecto. Es en definitiva el proceso previo a la mineralizacién de
todo lo orgémico, restituyendo al medio lo que de 8l tom6 en el
ciclo bioquimico eterno de la materia; que las substancias minera-
les de la tierra se incorporan al vegetal y se convierten en la pro-
pia substancia de éste tomando aqui su origen la vida; y que las
plantas sirven luego directa o indirectamente, para la alimentacién
animal, son hechos de observacién y de experiencia; el animal y
el vegetal cuando mueren reintegran a la tierra (desorganizin-
dose y por tanto mineralizdndose), lo que de ella tomaron primiti-
vamente.

En estas fundamentales transformaciones materiales no se per-
cibi6 agente alguno que las provocase ni que las determinase; se
creyeron espontineas y hubieron de pasar muchos siglos de cono-
cidas para que se averiguasen las eausas que lo originaban. Causas
y origenes diversos y en discusién, que fueron siguiendo a las teo-
rias e hipétesis predominantes en el campo de la Quimica, en épo-
cas sucesivas.

La primera transformacién de esta clase, que fué conocida, ob-
servada y aplicada, es la del zumo de la uva madura (mosto) en
vino; durante su transcurso, tiene lugar desprendimiento de gases
(anhidrido carbénico) en el seno del liquido y el fenémeno tiene
la apariencia externa de una ebullicién; de la palabra latina fer-
vere (hervir) vino la de Fermentacién.



Esta produccién de vino, conocida desde los tiempos biblicos,
no fué estudiada con ecriterio cientifico hasta 1648, afio en que
HEewmonT lo hizo.
~ Un siglo después, el gran quimico francés LIAVOISIER, quiso ex-
plicar €l fenémeno y sus similares, por la aplicacién de la teoria
quimica llamada del flogisto. Pero hasta la mitad del siglo pasado
no adquirié importancia ni utilidad el estudio de las llamadas fer-
mentaciones ; era entonces la época en la cual PASTEUR hizo sus sen-
sacionales descubrimientos de los microorganismos y fundé la Bac-
teriologia, ciencia tan fecunda en provechosas ensefianzas. HEste
eximio investigador probé de modo irrefutable que todas las subs-
taneias organiecas, aun las tenidas como mas facilmente alterables
v putrescibles, se mantenian intactas e invariables si se coloeaban
en un medio ambiente absolutamente desprovisto de microbios, en
tanto que la simple presencia de éstos determinaba la transforma-
cién rapida de aquellas substancias que aparentemente era eonside-
rada como espontinea.

La fermentacion tipo, que antes hemos mencionado, era un sim-
ple acto vital de un mieroorganismo (el Saccharomyces cerevisie,
un hongo microseépico) que se alimentaba del azficar del mosto
¥ que excretaba alcohol y 4cido carbdnico.

Bien pronto fué controvertida esta explicacién por el gran qui-
mico alemén LieBlg, el cual defendia que la fermentaeién no era
més que un desdoblamiento molecular de la substancia fermentes-
cible con el concurso del oxigeno del aire. Lia polémica entre Pas-
TEUR y LIEBIG respectivos defensores de las teorias vitalista y me-
cdnieca de las Fermentaciones, constituye una de las pAginas més
brillantes e instructivas en la Historia de la Ciencia. La fermen-
tacion propiamente dicha es la obra quimica de la vida sin aire,
afirmaba PASTEUR; el movimiento vital de los fermentos es un
fenémeno meeénico, aseveraba LieBi@; y es un caso de atavismo
cientifico pretender explicar fenémenos quimicos por acciones wi-
tales cuando la ciencia aspira a explicar la vida misma por trans-
formaciones quimicas.

La controversia duré muchos afios porque los contendientes ha-
bian hecho Escuela, eran tenaces y grandes investigadores.

Aunque los microbios son seres unicelulares, poseen una gran
complejidad fisica y quimica; los investigadores pensaron que la
accién fermentativa debiera vineularse a alguna parte solamente



13

de su organismo y descubrieron unas substancias, segregadas por
ellos, que eran las determinantes de las fermentaciones; se llama-
ron entonces ‘‘fermentos solubles’’ para dlferenclarlas de los ‘‘fer-
mentos figurados’’ o microbios.

En los ultimos afios de la vida de PAsTEUR, todavia defendid
éste eon tesén, que las fermentaciones producidas por los primeros
debieron denominarse ‘‘falsas’’ quedando como ‘‘verdaderas’’ las
producidas por microorganismos. BErTHELOT, el maestro de la
Quimiea Moderna, logré aislar a fines del pasado siglo, el primer
fermento soluble, la invertina, capaz de desdoblar a la sacarosa por
hidrolisis, en una mezela equimolecular de glucosa y fructosa; co-
menzaron entonces a denominarse estos fermentos solubles con el
nombre genérico de Diastasas, y a la que nos ocupa se la llamé
Invertasa, nombre que después se cambié por el de Sacarasa en
atencién a la substancia sobre la cual actia.

No le fué posible a BERTHELOT, aunque puso en ello gran empe-
fio, aislar la Diastasa de la fermentacién alcoholica; lo eonsiguio
BuocaNER en 1898, triturando con arena las células de la levadura
de cerveza (el saccharomyces cerevisie) y filtrando el eonjunto;
asi se obtuvo la alcoholasa, en el liquido filtrado y asi; o de modo
andlogo, se consiguieron otras muchas. Actualmente se cuentan por
muchas docenas, las eonocidas, y de tal importancia que WILLSTAET-
TER, la mixima autoridad de la quimica contemporanea, ha llegado
a deecir que “‘La vida es un sistema de acciones diastasicas cooperan-
tes”’. Ejemplo bien inmediato de ello tenemos en la alimentaeién;
los cuerpos alimenticios que ingerimos, son después y suecesivamente
digeridos, absorbidos y asimilados. La digestién a lo largo de nuestro
aparato gastrointestinal, no es més que una serie de hidrolisis, de
desdoblamientos, de anélisis, de simplificaciones de los alimentos
para transformarlos en productos sencillos solubles, facilmente ab-
sorbibles y asimilables; los earbohidratos pasan a glucosa, las pro-
teinas a amino-4cidos, las grasas se hidrolizan también (a la vez
que se emulsionan) ; con todos estos elementos resultantes el pro-
pio organismo reconstruye su propia materia. Pero en todos estos
proeesos, analiticos y sintéticos, la presencia y accion de diversas
Diastasas es absolutamente indispensable.

Las oxidaciones y reducciones intraorgéinicas, la respiracién,
la formacién de hormonas y todos los procesos de metabolismo
requieren también la intervencion activa de los fermentos.
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Pero los investigadores quimicos no se dieron por confor-
mes con el descubrimiento de las Diastasas e inquirieron inmedia-
tamente su modo de actuar y las reacciones que provocaban en la
substancia fermentescible o substrato; bien pronto apreciaron que
esas reacciones eran de naturaleza quimica, medibles y sometidas
a las leyes que rigen todas ellas: hidrolisis, oxidaciones, saponifi-
caciones, desdoblamientos, transformaciones diversas; todos, pro-
cesos quimicos conocidos de antiguo. Y hubieron de pensar, enton-
ces, si la acei6n de las Diastasas podia suplirse por la de agentes
quimicos (orgénicos, inorginicos, cuerpos compuestos, simples) que
ejerciesen transformaciones idéntiecas.

Los hechos experimentales se pronunciaron por la afirmativa
en muchos casos; la accion hidrolitica podian ejercerla los acidos
diluidos, la saponificante las bases, las oxidantes y reductoras di-
versos cuerpos o especies quimicas. jHabria de conservarse para
ellos el calificativo de Fermentos o Diastasas, desvirtuando el con-
cepto genuinamente organizado o vital que se di6 a estos agentes
fermentativos? Asi se hizo y actualmente se habla hasta de ‘‘Fer-
mentos metalicos’’; que son metales, cuerpos simples, elementos
quimicos en estado coloide y en un grado grande de dispersiéon
micelar; se emplean en Terapéutica y pueden producir o favore-
cer las oxidaciones intraorginicas.

Con esta evolucion en el concepto de Fermento (ser vivo o mi-
crobio, Fermento soluble o diastasa, compuesto organico o inorgé-
nico, cuerpo simple) es logico que ni el razonamiento ni la imagi-
nacién se detengan. Pensando que estos agentes actiian en minima
cantidad y producen la transformacién de enormes cantidades de
substancias fermentescibles, se ha llegado a desmaterializar su pa-
pel y a considerarlos tinicamente como transportadores o vehicu-
los de energia capaz de destruir el edificio molecular del substrato.
Ya no solamente se asevera, como lo hace BuNag, que ‘‘una célula
viva, una substancia orginica o un metal acttian igualmente’’;
o se afirma, con ArTHUS, que el Fermento es un simple transpor-
tador y donador de ciertas substancias inorginicas, que son las
verdaderamente activas, sino que se establece el atrevido concepto
del ““Fermento propiedad’’ en oposicién al clasico del ¢ Fermento-
materia’’. El deseubrimiento contemporineo y actual de la estrue-
tura quimica de muchas Diastasas, ha hecho modificar estas ideas
como veremos mas adelante.
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NOMENCLATURA

En el estado actual de nuestros conocimientos, se hace preciso
una nomenclatura de las Diastasas o Fermentos que permita expre-
sar en lengua castellana el concepto que se tiene de ellos.

-  Las definiciones del Diccionario de la Lengua no son exactas
y es necesario modificarlas, rechazando ademés el empleo de pala-
bras de ortografia extranjera y que inducen a confusidn.

A instancias de un ilustre académico, he formulado algunas de-
finiciones de estos cuerpos y de los anélogos y derivados, las cuales

, han sido aceptadas por esa Corporacién y figuraran en la nueva edi-
cibn del Diccionario. Las actuales son las siguientes:

FerMENTO: Cuerpo orgénico que, puesto en contacto con otro,
lo hace fermentar. ;

FErRMENTAR: Transformarse o descomponer un cuerpo orgi-
nico por la aceién de otro que, puesto en contacto con él,
aparece al final del proceso quimico sin haberse modificado.

Diasrtasa: (De diastasio, separacion).—Fermento contenido en
la cebada germinada, soluble en agua y cuya accién es sacari-
ficar la fécula. Por ext. denominanse hoy diastasas todos
los fermentos naturales no organizados.

Pero adolecen de los siguientes defectos:

1° Las definiciones actuales son insuficientes y erréneas. Decir
que fermento es cuerpo orgénico obliga a excluir a los fermentos
metélicos (electrargol p. e.) que son inorgénicos, y a los microorga-
nismos (levadura de cerveza p. €.) que son seres vivos o en estado
de vida latente.

Decir que fermentar es transformarse o descomponerse, no es
cierto porque algunas substancias al fermentar se recomponen y
sintetizan en vez de descomponerse; la palabra transformar, ella
sola, es suficiente y abarca todo el fenémeno.

Decir que diastasas son todos los fermentos naturales no orga-
nizados hace pensar que son los inorgénicos porque natural y no
organizado no puede ser otra'cosa. Quiere decir natural y no ser
vivo o figurado. Es decir, amorfo o soluble.

2° Es necesario hacer figurar en la definicién de fermentos sus
caracteristicas que son: Catalizador (cuerpo que actiia en minimas
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cantidades frente a otro; que se pone en contacto con este otro;
que acelera su transformacién la cual podria tener lugar sin su
concurso pero mucho més lentamente ; que aparentemente no se mo-
difica y se encuentra integro al final del proceso quimico porque
se combina con la substancia que transforma pero luego se rege-
nera). Amorfo o coloidal, ya sea un microorganismo o una subs-
tancia proecedente de seres vegetales o animales. Actfia sobre subs-
tancias organicas precisamente, porque no hay fermentacién de
inorganicas. Su accién es especifica (para cada substancia fermen-
tescible, un fermento que penetra en ella como la llave en la cerra-
dura segtin el simil de FiscuER). Es reversible; el mismo fermento
ejerce la accién contraria y por su accién se regenera el cuerpo
primitivo a partir de los productos de la transformacién.

3°® Conveniencia de aprovechar otras definiciones del Diceciona-

rio que estin bien para referirse a ellas. P. e. Catalizador.

4° Conveniencia de tomar la palabra fermemfo como la funda-

mental por ser la mas antigua, la més espaifiola y la méis usada.
Ampliarla a las clases diversas de fermentos (figurados, amorfos,
solubles, metalicos).

5° Referir a la palabra Fermento las otras sinénimas suyas.

Pero solamente tres: Enzima, Cimasa, Diastasa. Especificando su
empleo mas corriente.

6° Rechazar aquellas palabras de ortografia demasiado extran-

jera y euya admisién no haria més que confundir lo conceptos cla-
ros que deben expresar las anteriores. Tales son: Encima (para
diferenciar del adverbio). Encyma, Enzyma, Cymasa, Zymasa, Zi-
masa.

7° Afadir aquellas otras palabras que expresan variantes de la

nocion de fermento: Cimdgeno, Profermento, Cofermento, Cocima-
sa, Antifermento, ete.

Por lo cual han sido propuestas las siguientes:

FErMENTO: Cuerpo que acttia en pequefias cantidades, como
catalizador, sobre ciertas substancias organicas acelerando su
transformacion quimica. En general su accién es especifica
¥y reversible.

Fermento AMORFO: 12 Dicese, en oposicién al figurado,
del fermento que no es microorganismo.—2* Fermento so-
Tuble.
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Fermento FIGURADO: Microorganismo que actiia como
fermento. |
Fermento METALICO: Metal en estado de disolucién co-
loidal, que acttia como fermento.
Fermento SOLUBLE : Cuerpo orgénico, de procedencia ve-
getal o animal, amorfo y soluble en agua, que actia como
fermento. :
FERMENTACION: Transformacién quimica de un cuerpo organi-
€0 que se acelera por la aceién de pequefia cantidad de otro,
Hamado fermento, el cual se pone en contacto con él y apa-
rentemente no se modifica.

Enziva: Véase fermento soluble.

Cimasa: Véase fermento soluble. Dicese preferentemente de los
que determinan fermentaciones alcohélicas.

DrasTasas: Véase fermento soluble. Dicese preferentemente del
que estd contenido en la cebada germinada y cuya aceién es
sacarificar las féculas.

CrMOGENO: Véase Profermento. Substancia preeursora o ge-
neradora del fermento,

CorErMENTO: Véase Cocimasa. — Coencima. — Substancia que
coadyuva y contribuye a la aceién del fermento.

ANTIFERMENTO: Véase Anticimasa. — Antienzima. — Antidias.
tasa.—Substancia que impide o dificulta la accién del for-
mento. ;

La ‘“‘Union Innternationale de la Chimie’’ viene ocupandose de

la nomenclatura de las Diastasas. :

La Comispn de Nomenelaturas de Quimica Biolégica, a la cual
pertenezco desde hace més de doce afios, Propuso en su reunién
de Varsovia en 1927, la terminacién asa para los nombres de todos
estos cuerpos, a los cuales se les llama genéricamente Digstasas o
Encimas. '

En el Congreso de Lucerna (1936) se establecieron unas bases
provisionales que pueden considerarse como definitivas después de
la aprobacién unénime en la reunién de Roma (1938). Son las
siguientes: El prefijo de la palabra cuya terminacién es siempre
asa debe expresar de preferencia la naturaleza del substrato ataca-
do (peptidasa p. e.) el modo dé accién de la distasa ( dehidrogenasa
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p. e.) o una combinacién de los dos eonceptos anteriores (sucinalde
hidrogenasa p. e.) El nombre Encima designa la totalidad del com-
plejo activo, comprendiendo el soporte y los activadores; si es nece-
sario distinguir entre la Encima considerada en su conjunto y la
Encima privada de sus actividades, a la primera se le llamara
Holoencima y a la segunda Apoencima. Las Co-encimas serin de-
signadas por el nombre de la Encima activada precedido del pre-
fijo. Co (Cogliozilasa p. €.)

Para subvenir a otras necesidades, no estudiadas aunque si pre-
vistas por la Comisién Internacional, indicaremos algunas otras
designaciones en los lugares oportunos de estas paginas.

MECANISMO DE SU ACCION

Tia definicién de las Diastasas o Fermentos como agentes cata-
liticos es aceptada universalmente.

Un catalizador es, segiin la definicién del gran quimico aleman
OsTWALD, un acelerador o un retardador de la velocidad de una
reaccién la cual tiene siempre lugar sin la presencia del catalizador,
pero con velocidad mucho menor o mayor.

No es, por tanto, el catalizador un agente de presencia, un tes-
tigo de la reaccién que no interviene ni material ni enérgicamente
en ella, como se creia antes apoyandase en el hecho de que siempre
se encuentra integro al final de la reaccién, sino un cuerpo activo
que se combina con el substrato y luego se regenera.

Pero no es suficiente su calidad de catalizador para definir un
fermento; es necesario, ademés, que sea soluble, orgénico, coloide
y producido por un organismo vive (HALDANE, OPPENHEIMER,
Tmomas) : En efecto, se producen y existen en el interior de las
célulag, tanto vegetales como animales; a veces no se manifiestan
mas gque en ciertas condiciones y pueden pasar desapercibidos con
frecuencia; y otras permanecen fuertemente unidos al protoplasma
sin que salgan al exterior de la célula revelandose nicamente des-
pués de la destruccién de ella. WILLSTAETTER llama Desmoencimas
a estos fermentos y reserva el nombre de Lioencimas a todos los
que se encuentran libres y disueltos en las secreciones celulares y
el de Endo-encimas a los disueltos que no pueden extraerse mas
que después de destruirse o autolizarse las células, alin a pesar
de encontrarse libres en el interior de ellas.
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La naturaleza coloide del Fermento es generalmente reconoci-
da pero también se admite en muchos de ellos su condicion de
electrdlito; ya la obtencion de Diastasas cristalizadas hace sospe-
char esto Gltimo. Los estudios modernos acerca de la constitucion
quimica de muchas de ellas, han probado que estan formados por
proteidos, de los cuales se ha podido aislar el grupo prostético, ab-
solutamente electrolitico, y proteina completamente coloide; pu-
diera por tanto, decirse de los Fermentos que son electrélitos
coloidales.

"El supuesto coloide se apoya en los caracteres especiales de ese
estado de la materia y que tienen todas las Diastasas; no atra-
viesan las membranas semipermeables o lo hacen econ extraordina-
ria dificultad; manifiestan el efecto TyNDALL cuando sus disolu-
ciones son atravesadas por haz de rayos luminosos; tienen un peso
molecular elevadisimo; no manifiestan apenas presién osmética
(oncotica en estos casos); y ofrecen, en general, todas las llama-
das propiedades de superficie, entre las cuales se destaca la de
adsorcion; los fermentos son adsorbibles y adsorbidos; esta tltima
condicién ha permitido purificarlos y concentrarlos como veremos
mas adelante.

Pero la diastasa es por naturaleza soluble y funciona evidente-
mente como un electrdlito débil; su actividad depende fundamen-
talmente del valor de Py del medio en que actiia; este valor es
distinto segtin la Diastasa de que se trate; las ecurvas de acidez
de un Fermento, es deecir, su actividad como funcién de la concen-
tracion en iones hidrégeno, se pueden establecer mediante el equi-
librio entre las moléculas de él, las del substrato y los iones H
y OH; en muchos casos la Diastasa es, no solamente un electré-
lito débil, sino también un anfélito o electrdlito anfdtero, capaz
de combinarse indistintamente eon 4cidos y con bases; y, por con-
siguiente, muy sensible a las variaciones de Py de cuyo valor
depende directamente su equilibrio de disociacién.

La condicién orginica de las Diastasas no es, tampoco, abso-
luta puesto que casi siempre requiere para ser activa, el coneurso
de cuerpos inorganieos; principalmente iones metalicos.

La calidad primordial de un Fermento es la de ser un agente
catalitico; en la casi totalidad de las veces, es un acelerador de las
reacciones. Pero tinicamente de aquellas reacciones que producen
energia libre porque el fermento no introduee en el sistema nin-
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guna energia extrafia y no es, tampoco, capaz de transformar la
naturaleza de los procesos biolégicos. En su condicién de catali-
zador, el fermento es muy inferior a los catalizadores artificiales
porque no actfia mis que sobre una cantidad limitada de subs-
trato y su actividad se debilita progresivamente. Pero su aceién
es decisiva siempre porque actiia sobre reacciones bioldgicas, es
decir orgénicas; y éstas se caracterizan por ser todas earbonadas.
Ahora bien la existencia indefectible del elemento carbono en la
molécula de toda substancia orginica, transmite a ésta las carae-
teristicas de aquél; su indiferencia quimica, su plasticidad y su in-
dolencia. El earbono, que ocupa la cabeeera del grupo 1v o central
en la serie de elementos quimicos, se une con anéloga afinidad e
indiferentemente a otros Atomos, ya sean éstos positivos o negati-
vos; se deja influenciar por estos otros elementos disimulando sus
genuinas propiedades; y es perezoso en su aceifn.

Por eso las reacciones en Bioquimiea son lentas; y muchas veces
limitadas estando la zona de su reversibilidad en los limites de las
temperaturas ambientes; transcurren con ligera entonacién térmi-
ca. Las moléculas orgénicas, por ser carbonadas, son poco reacti-
vas, y no son electréfilas ni ionizadas ni polares (cuando liquidas).

De todo esto se deduce la importancia extraordinaria que tiene
la presencia de un activador o acelerador de dichas reacciones;
funcién que desempefia el fermento como agente catalitico que es.
Actia en medio o sistema microheterogéneo, es decir, coloide; y la
catalisis tiene, por lo tanto, lugar en la superficie de las micelas del
substrato.

* *

El meeanismo de accién de los Fermentos o Diastasas ha sido
muy discutido y se han ideado diversas hip6tesis para explicarlo.

Partiendo del principio de la catélisis en medio heterogéneo,
BavLIss supone tres periodos o etapas sucesivas en el proceso de su
actividad : La primera es de difusion del substrato en el fermento
disuelto (o eontacto intimo entre los dos si el Gltimo no estid en
disolucién) ; la segunda es de adsorcién del substrato por la Diasta-
sas en virtud de la naturaleza coloidal de ésta; la tercera es pura-
mente de accion quimica del fermento sobre el substrato, con for-
macién posible de compuestos de adicién 1abiles de indole quimica o
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fisico-quimica. Esta ultima etapa puede no producirse y quedar
entonces el fenémeno en un caso de tatdlisis por adsorcion.

Pero lo caracteristico de esta teoria es la admisién de la mece-
sidad de que se formen compuestos de adsorcién entre la encima y
el substrato, antes de que se desarrolle la actividad de la primera.

En la teoria de MicHAELIS y MENTEN (1913), se admite como
principio fundamental, que la unién entre el fermento y el substra-
to obedece a la ley de accién de las masas. Asi p. €. un mol de Fer-
mento (F') se une con un mol de sacarosa (S) y la unién resultante
(F'S) se desdobla por hidrolisis en Fermento, Glucosa y Fructosa

conforme a la ecuacién K — —(E&,;S()S—) en donde K es la constante de

disociacién ; ademés la velocidad de la transformacién (V) es di-
rectamente proporcional a la cantidad formada del compuesto
{(FS) en un tiempo dado; por otra parte, la cantidad de S unida
a F es muy pequefla en relacién con la cantidad total de S; ¥y
finalmente la unién F'S es reversible pero regida también por la
ley de accion de masas. La teoria es véalida también para el caso
de las esterasas, pero no para otras muchas Diastasas como lo han
probado RoNA, AMMON y otros investigadores (1931).

Se puede considerar también la unién F'S desde el punto de vista
de la isoterma de adsorci6n, sin oponerse a la aplicacién de la ley de
GuripBERG ¥y WaAsGE (de acciéon de masas). Se puede establecer,
para todas las reacciones enciméiticas, su curva de actividad (acti-
vidad en funcién del logaritmo de la concentracién del substrato)
como si fuera la isoterma de adsorcién conforme a la concepcién
de LANDSMUIR, con lo cual se compaginan las dos teorias: la que
supone que la unién F'S obedece a la ley de accién de masas (acti-
vidad proporcional a la masa) y la que establece que sigue las
leyes de adsorcién (actividad proporcional a la superficie). WiL-
STAETTER se opone a la idea de que el fermento no sea un individue
quimico y que sus propiedades dependan exclusivamente del esta-
do de dispersién coloidal en que se encuentra su materia. Estima
por el contrario, que un fermento es un sistema formado por un
cuerpo de estruetura quimica bien definida extendido en la super-
ficie de un soporte coloidal de naturaleza albuminoidea; el primero
¢s responsable de la especifidad de la Diastasa y el segundo, de la
estabilidad y actividad del sistema; los dos elementos son necesarios
¥ la destruceién de uno de ellos, o su separacién del otro, hace que
se pierda toda la actividad diastitica. El sistema Fermento-Soporte
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constituye un easo de unién o combinacién especial que el propio
WiLSTAETTER denomina Simplexo y que se distingue de las com-
binaciones de adsorcién porque son genuinamente especificas, y
de los complejos de WERNER porque no estdn formados por iones;
pero poseen cierta analogia con estos tltimos porque la unién
de los cuerpos componentes del simplexo tiene lugar en virtud de
valencias residuales de ellos. Se consideran también como sim-
plexos todos los proteidos (grupo prostético-proteina), el sistema
antigeno-anticuerpo, la tireoglobulina (tiroxina-albimina), la
unién lignina-celulosa, ete. Aplicando este concepto a los Fermen-
tos, Kraur y W. V. PaANTSCHENKO-JUREWICZ (1936) designan al
grupo activo con el nombre de Agon y al soporte con el de Feron
(ortografia y fonética espafiolas). Al conjunto es aplicable la ley
fundamental de quimica, llamada de accién de las masas o ley de
GuLDBERG ¥ WAAGE, ¥ por lo tanto, se tendra para este simplexo:

(Agon) . (Feron)

(STaiatoy =K (Constante).

que expresa no solamente la existencia en estado libre de los dos
componentes del sistema o simplexo sino la proporeién en que de-
ben estar entre si y con relacién a este Gltimo; ya veremos méis
adelante c6mo ha sido posible el aislamiento y separacién de los
dos componentes. En la concepcién de EULER y MIRBAEK (1932),
el fermento completo se llama Holofermento y esti integrado por el
genuino fermento (denominado Apofermento) umido al coadyu-

vante (que es el Co-fermento); del modo reversible expresado en
la siguiente ecuacién:

Apofermento 4 Cofermento = Holofermento

y obedeciendo también a la ley de aceién de masas estos tres cuer-

pos. Ejemplos de estos sistemas son los siguientes, como estudia-
remos més adelante:

Apo Co
Globina -+ Hem o Hemoglobina.
Proteina 4 Vitamina B, = Fermento amarillo.

Proteina -+ Difosfato de vitamina B, & Carboxilasa.
Proteina - Pirofosfato de adenina ="Fosforilasa.
Proteina 4- Hemina (catalasa) =  Catalasa.
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Esta teoria se llama de las dos afinidades porque en la unién
'S intervienen dos clases de afinidad; la que une el Apo y la que
une el cofermento con el substrato. Pero las dos obedeciendo a la
ley de accién de masas. El Apo es responsable de la actividad y
de la especificidad de la Diastasa en tanto que el Co lo es de la accion
quimica sobre el substrato. i

Si se supone, como admiten todas las teorias, que las reacciones
diastasicas son de catalisis por adsorcién (y mis concretamente, de
catalisis por contacto) la unién FS serd de tipo quimico pero muy
especial porque las fuerzas de unién no varian de modo continuo
gino por cuantas de energia; serdn uniones de las llamadas de co-
valencia en las que el catalizador (fermento) suministra siempre
tan electrén. BARENDRECHT explica el efecto encimatico como una
especie de irradiacién de energia del fermento al substrato; quiza
de naturaleza parecida a la de los rayes mitogenéticos.

El descubrimiento reciente de la constitucién quimiea de diver-
sas Diastasas ha heeho crisis en muchas de las teorias tan confu-
samente expuestas. Y son pura y simplemente reacciones quimieas
las que tienen lugar entre los grupos prostéticos bien definidos,
de esas Diastasas y los Substratos. Con lo complicidad natural que
deriva de la presencia de la parte protéinica del Fermento, la cual
actiia muchas veces, y de los ¢lementos coadyuvantes (activadores,
cofermentos, ete.). Modernamente se admite con casi absoluta una-
nimidad el concepto de Diastasa-Substrato, es decir, de unién del
Fermento con el Substrato, quiza por induccién electrénica de uno
sobre otro (TAYLOR) ; algunos investigadores, como MEDWEDEW, sin
negar la existencia de esd unién, suponen que la accién encimética
es producida por colisiones de orden elevado entre Fermento y
Substrato.

FACTORES Y LEYES DE LA ACCION DIASTASICA

Pero considerando al Fermento como un catalizador, teniendo
en cuenta su naturaleza coloide (o por lo menos la de su soporte)
v los compuestos de adsorcién gque puede originar con el substrato,
la medida de su actividad diastisica o encimética (que es la de la
aceleracién que impele a la reaccién que activa), depende de los
siguientes factores:

b

- N
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19 La actividad es proporcional ¢ lo cantidad presente de Fer-
mento.—Esto sucede en los llamados sistemas homogéneos y es apli-
cable a los microheterdgenos (Fermentos) tnicamente dentro de
ciertos limites. Entonces la marcha de la reaccién puede ser la
de una reaccién monomolecular y su velocidad se expresa por la co-
nonoeida férmula:

V=5 =KA—x

en la cual V es la velocidad de reaccién, dz es la diferencial de
1a cantidad z de substancia transformada, d¢ es la diferencial del
tiempo ¢ empleado en la transformacién, A es la concentracién ini-
cial de la substancia finica que se transforma y K es la constante de
velocidad ; la integracion de la formula anterior parat — Oyx = O,
nos da el valor de K; K= IT log, -——f_—x—que es la expresion alge-
braica de una linea reecta en sistema de ejes coordenados. Lo cual
quiere deeir que la ley que exponemos es rigurosamente exacta. En
la practica no sucede de modo absoluto esa proporcionalidad en:
tre la actividad y la cantidad de fermento porque muchas veces éste
se une con los productos de la reaccién y otras se sostiene fuerte-
mente unido al substrato; el edleulo de estas acciones influyentes
se ha llevado a cabo en el caso de la sacarasa (antigua invertina)
v se establecen las curvas de velocidad (ya no son rectas por la
razbén dicha).

La reaceién puede ser de segundo ‘orden o bimolecular y enton—
ces la expresmn de la v»elocldad es:

Vi -—~ = K(a-x) (b-x)

siendo @, b vy z las concentraciones de los dos cuerpos reaccmnantes
v la eantxdad transformada de uno de ellos en el tiempo ¢; la inte-
gracion da:

1 b(a—b)

K= (a—b)t log,, a(b—x)

expresiva de una eurva de segundo orden; en el caso de que los
dos cuerpos reaccionantes actien en proporciones equimoleculares
a=> y la férmula se simplifica:

1 x

Tl

t ~ a(a—x)
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este es el caso de la saponificacién de esteres por las esterasas; prin-
cipalmente las lipasas.

Pero lo dicho anteriormente se refiere a reaeciones irreversibles
y las Diastasas pueden muchas veces ejercer acciones reversibles;
entonces la velocidad de la reaccién es la diferencia algebraica de
los valores de las velocidades de lag dos reacciones que determinan
el equilibrio; lo que se establece y determina entonces es la cons-
tante de equilibrio que es la relacién o cociente de las constantes
de las dos reacciones. El caso se da en la esterificacién y la sapo-
nificacién conjuntas:

Acido - aleohol == Ester - agua

y llega un momento de equilibrio entre las dos reacciones inversas,
el cual es independiente de la presencia y cantidad del fermento:

s K, __ (4cido). (aleohol)
T K, T (ester). (agua)

2* La actividad del fermento es proporcional o la cantidad de
substrato—Una consecuencia de la ley anterior. La cantidad de subs-
trato transformado va decreciendo progresivamente en tiempos
sucesivos; al comienzo ripidamente y luego con lentitud.

La cantidad de substrato transformado por unidad de tiempo
(velocidad) es proporcional a la cantidad que aun queda intacto.
Esto no es absoluto ni sucede siempre. En el caso de la Diastasa
géstrica, la Pepsina (que actfia sobre las albfiminas desintegrindo-
las por hidrolisis en medio 4cido) la cantidad de alblimina digeri-
da, peptonizada o transformada en un tiempo determinado no es
proporeional a la cantidad de pepsina presente sino a la raiz cua-
drada de esta cantidad (Regla de ScmuTz-Borisow).

3* La actividad del fermento se favorece por la temperatura.—
Todas las reacciones diastasicas tienen una temperatura éptima;
pero muy limitada. En general la velocidad de una reaccién qui-
mica aumenta con la temperatura (segtin expresa la regla de Vant’
Horr, llamada RGT (Reaktions-Geschwindigkeit-Temperatur) y
también ley exponencial: V= KAt en la cual V es la velocidad, ¢
la temperatura, A la cantidad de substancia transformada y K
una constante) ; puede apreciarse que la velocidad crece en progre-
sién geométrica cuando la temperatura lo hace en progresién arit-
mética; de forma que aquélla es funcién exponencial o logaritmica
de ésta (y no funei6n lineal, que expresaria una proporcionalidad
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directa). Por lo tanto el aumento de velocidad de reaceién cuando
se eleva la temperatura en 10° p. e. es mucho mayor si pasa ésta
de 40° a 50° que si pasa de 30° a 40°. Peéro ya vimos antes que
todos- los substratos son substancia orgénica y, por consiguiente,
la zona de reversibilidad de sus reacciones se alcanza pronto y enton-
ees la redaccién no progresa apenas por aumento de temperatura.
Por otra parte todas las Diastasas son termolabiles y a temperatu-
ras superiores a 50° 6 70° quedan inactivas o destruidas; si se citan
casos de fermentos resistentes a la ebullicién de sus disoluciones
(sacarasa, tripsina, lacasa) son muy raros y muy discutidos. Por
esta doble consideraecién, de la sensibilidad que tienen para el ca-
lor, tanto el substrato como el Fermento, se comprendera que esté
muy limitada y condicionada la accién favorable de la temperatura
sobre la actividad de los Fermentos. En general las Diastasas ani-
males tienen como temperatura de maxima actividad la de 40° C.
en tanto que las de origen vegetal poseen un 6ptimum mas alto que
aleanza hasta los 80° C. en el caso de una rennina o fermento-lab,
extraida de una planta. La influencia nociva de las temperaturas
més altas sobre los Fermentos se explica por la coagulacién de su
soporte coloidal, por la desunién del simplexo que forma con éste,
¥y por la destruccién del compuesto de adsorcion que forma con el
substrato segin una de las reglas de FREUNDLICH.

4° La actividad del fermenio requiere wn valor determinado de
Pn para cada caso.—Los fermentos son, todos ellos, muy sensibles
frente a log dcidos o las bases los cuales frecuentemente los destru-
yen o los inactivan. En algunos easos como el de la Sacarasa, la
proporcionalidad entre la velocidad de la reaecién y la eonecentra-
ci6n en iones hidrégeno es tan rigurosa que permite medir esta
concentraciéon determinando la cantidad de produeto transformado
mediante el empleo del polarimetro; (una moléeula de sacarosa
tiene un poder rotatorio: (a)= -+ 66.5° y se desdobla, por la ac-
ci6n hidrolitica de la Invertina o Saearasa, en una mezela equimo-
lecular de Glucosa: (&)= 4 52.5° y de Fruetuosa (a)= —92.3°
con un poder rotatorio total igual a la suma algebraica de los ante-
riores, 0 sea (a)=— — 39.8°; se invierte asi el sentido de la rota-
cién y de ahi el nombre de inversién dado a este fenémeno,; de azi-
car tnwertido a la mezela de glucosa y fructosa resultante, y de
Invertasa o Invertina a la Diastesa que lo determina o acelera).
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He aqui una tabla, tomada del libro de FALK, en donde se con-
signa el 6ptimo de Py para diversas diastasas:

4 Optimo de :
Diastasa P Awutor
H

Amilasa salivar.............. 6,1-6,9 MICHAELIS y PECHSTEIN,
Amilasa panereatica.......... 7,0 SHERMAN, THOMAS y BALWIN.
tAmilasa de malta............ 4,6-5,2 Lurrs y WASMUND.
ACatalaga i oL oL . 7,0 SOERENSEN.
Erepsina intestinal........... 7,7 RONA y ARNHEIM.
Fosfatasa de hueso........... 9,5 RoORISON.
Fosfatasa de plasma.......... 8,8-9,2 Kay.
{Fosfatasa de eritrocitos....... 6,0-6,8 J. RocHE.
Fosfatasa wegetal............ 3,4-6,0 KAy y Lzk.
P - Glucosidasa, ............... 5,0 E. FISCHER.
Lipasa pancreatica............ 8,0 DAVIDSON.
Lipasa géstrica.............. 4-5 DAVIDSON.
Lipasa salivar................ 7,6-7,8 KoLpayev y PIKUL,
{Lipasa de ricino............. 47 HALEY y LyMAN.
Maltasa bl LG L 6,1-6,8 MicHAELIS y RoNa.
Esupanla il 4,7 GRASSMANN.
Pepsina (sobre albimina de

blioyods anl iy u 1,2-1,6 SOERENSEN.
Preninal Mo it B0 W (0REL 5,4 FENGER.
Sacarasa intestinal........... 6,8 BEULER y SVANBERG.
Sacarasa de levadura......... 44-46 SOERENSEN. FALES y NELsoN.
Tripsina pancreitica.......... 8,0 LUNDEN.
ivosinass Bl Ll L Ll i 6,8 RAPER.
Blroasa .. .ulliael gl 7,0 VAN SLYKE y ZACHARIAS.

La influencia de la reaccién del medio sobre la actividad diasta-
sica es debida unas veces a la calidad de electrélito anfétero que
poseen los Fermentos; pero en otras esa influencia se deja sentir
sobre el substrato preferentemente, modificandolo hata el extremo
de hacerlo incapaz de fermentar.

5° La actividad del Fermento es influida por substancias in-
orgdnicas.—Tanto por la naturaleza coloide del Fermento, de su so-
porte albuminoso, o del substrato, como por su ecaracteristica de
electrdlito, es bien légieco que todas las Diastasas se encuentren
influidas en su aceién por la presencia de iones metalicos o de sales
minerales. Muchas veces estos cuerpos son coagulantes de coloides
y otra son, de por si, agentes cataliticos que coadyuvan a la aceién
diastasica. Tendremos ocasion de ampliar estos concepto cuando
nos ocupemos de ‘‘ Activadores y Paralizantes’’.
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6° La actividad del Fermento es influida por los productos de
la misma reaccion que acelera aquél.—Esta influencia tiene diversos
origenes. Uno de ellos es la reversibilidad de la aceién distisica; en
su virtud, la reaccién se detiene al cabo de un cierto tiempo esta-
bleciéndose un equilibrio quimico entre los enerpos reaccionantes y
los productos de la reaccion. Otro de ellos es la modificacién de la
reaccién del medio por los produectos originados; ya vimos antes
cuan sensibles son los Fermentos a la econcentracién diversa en iones
hidrégeno. También pueden esos productos combinarse con el Fer-
mento inactivéndole; o con su soporte albuminoideo, coagulindole;
o con el substrato, incapacitindole ecomo substancia fermentescible.
Otras veces, los cuerpos producidos coadyuvan a la aceién diastési-
ca, como ocurre en los procesos de autolisis que estudiaremos maés
adelante.

7° Existe un sistema regulador de la actividad de los Fermentos,
en el interior de los organismos.—La aecién permanente de un Fer-
mento es tan perjudicial como su inactividad o ausencia pues mu-
chas reacciones biolégicas necesitan ser retardadas o detenidas en
determinados momentos. Por otra parte, muchas Diastasas son de
accibén reversible, de anilisis y de sintesis seglin las condieiones en
que actGia. Algin sistema ha de regular in vivo estas actividades,
(aceleratrices, retardatrices, paralizantes, etc.) de un mismo Fer-
mento. Seguramente los centros nerviosos, las hormonas y algunas
vitaminas, intervienen y rigen esta regulacién. Se observa por
ejemplo, que la sangre no tiene ‘‘ Fermentos de defensa’’ capaces
de desdoblar los cuerpos extrafios que llegan a ella; pero los elabora
en pocos dias. En esto se basa la conocida reaccién de Abderhalden
para el diagnéstico precoz del embarazo.

PROPIEDADES

Ademas de las propiedades generales, ya deseritas anteriormente
al ocuparnos del mecanismo de la accién diastisica, debemo consig-
nar ahora algunas otras de especial interés. Muchos Fermentos
pueden adoptar formas cristalinas; su naturaleza genuinamente co-
loide (en cuyo estado el valor numérico de las propiedades es fun-
ci6bn de la superficie) no empece para que se haya logrado cristali-
zar muchas de ellas (en el estado cristalino ese valor numérico
es funcién de la direceién en que se mida en el eristal). La primera
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diastasa cristalizada la obtuvo SuMNER en 1926 de la harina de
semilla de soja extrayéndola con acetona diluida a baja temperatu-
ra; se consiguen asi cristales octaédricos de Urease pura. Preci-
pitando con sulfato magnésico a saturacién, una solucién en aecido
sulfirico diluido de pepsina comereial, diluyéndola en 4leali y re-
precipitando con 4cido, consigue NoRTHROP, la Pepsina cristalizada.
Por el mismo investigador, en colaboracién con Kunirz, se ha lo-
grado cristalizar Tripsina, afiadiendo sulfato aménico a saturacién a
una disolucién concentrada del Fermento en la misma sal al 25% ;
se ofrece en largas agujas y en rosetas. Los mismos autores han
eristalizado también el Quimotripsindégeno. CALDWELL, BoOHER y
SHERMAN (1931) han obtenido Amsilasa pancreética en estado eris-
talino. Ya en 1936 se conocian diez Diastasas cristalinas y durante
el afio antepasado se han conseguido tres més: Proteinasa (Ficina),
Catalasa y Papaina; esta Gltima de especial interés para México
porque la planta y el fruto que la contienen es muy abundante en
este pais. La lista completa de las Diastasas eristalizadas que ac-
tualmente se conocen, es la siguiente:

Ureasa (SuMNER). — Catalasa (SUMNER). — Pepsina (NorTH-
rOP). — Pepsinégeno (NorTHROP), — Tripsina (NORTHROP). —
Tripsinégeno (NorTHROP). — Quimotripsina — (NorTHROP). —
Quimotripsinégeno (NorTHROP). — Carboxipeptidasa (ANsoN). —
Amilasa (CALDWELL).—Fermento amarillo (WARBURG y THEORELL).
-— Ficina (Wawvrr). — Papaina (BaLis).

A esta relacién deben afiadirse los Cofermentos siguientes: Coen-
cima (WarBurG). — Cocimasa (Eurgr). — Cocarboxilasa (Lom-
MAN).

La composicién elemental de algunos Fermentos, ha sido esta-
blecida; se consigna en este cuadro tomado de HARROW y SHERWIN :

Nombre € hH N S P C1 Autor
Ureasa cristalizada........ 51,6 7,10 16,0 12 SuMNER
Pepsina cristalizada........ 524 6,66 154 0,85 0,078 0,21 NORTHROP
Tripsina cristalizada....... 50,0 7,20 149 1,10 0,000 2,88 NoORTHEOP

Renina (Lab) purificada... 61,33 7,02 14,4 1,19 0000 0,00 Tauser

Por su naturaleza genuinamente coloide (aunque el grupo acti-
vo no lo sea, siempre lo es el soporte), los Fermentos son muy dé-
bilmente difusibles, propiedad que permite purificarlos de la sales
minerales que les acompafian en los procesos de su obtencién. Por
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esta misma razén su presién esmética (presién onedtica) es muy pe-
quefia y, por lo tanto, su peso molecular debe ser muy grande, cual
corresponde a cuerpos de naturaleza albuminoidea. He aqui un cua-
dro que lo demuestra:

Nomb Peso !
ombre blacal it Autor
Saearasa. ke sl 19.600 EULER, MYRBAECK, JOSEPHSON.,
Catalasa (Higado de vaca).... 16.300 STERN.
5 (Sangre de vaca)....| 250.300 STERN.
Repsinagl sunis o e 36.000 NorTHROP,
Fermento amarillo............ 73.000 THEORELL.
CO-Hemoglobina ............. 68.600 | NORTHROP y ANSON.

Las presiones elevadas (once a quince atmoésferas) destruyen
algunos fermentos tales como la lipasa y la amilasa.

La agitacién enérgica y prolongada hace disminuir progresiva-
mente la actividad de la tirosinasa, la renina, la amilasa y la pepsi-
na. El fenémeno es una accién de superficie que determina una
coagulacién de parte o del todo del fermento.

Las radiaciones ultravioletas ejercen una accion destructura de
los fermentos; o por lo menos, paralizante de su actividad. En
medio alealino y en presencia de oxigeno, se destruyen de este mo-
do la catalasa y la peroxidasa. Las carbohidrasas son los fermen-
tos més resistentes a estas radiaciones.

Muchos fermentos son fluorescentes; al estado sblido y ofrecen
fluorescencia azul las Amilasas y la Emulsina; y azul y amarilla
a la vez, la Ureasa. En disolucién acuosa, ademas de los citados,
tiene fluorescencia azul la Pepsina, la Papaina y la Mirosina. En
donde més se ha investigado esta propiedad ha sido en los llama-
dos fermentos respiratorios; se ha podido apreciar que la fluores-
cencia verde del Fermento respiratorio de WARBURG es debida a
la flavina que contiene; algo analogo ocurre con la fluoreseen-
cia del mismo color que presenta la Catalasa I (impurezas de
flavina). La Codehidrasa II tiene bella fluoresceneia azul en me-
dio 4cido y verde en medio alealino; se ha considerado que era
también debida a una impureza, pero modernamente se ha de-
mostrado que la hidrogenacién de este fermento (fijacion de
H en su nticleo piridinieo) determina la produccién de fluores-
cencia blanea muy caracteristica; lo mismo sucede si la reduccién
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se hace con hidrosulfito sédico; bien sea de la Codehidrasa II o
de otros derivados piridiniecos. Finalmente, el Citocrome-¢ oxida-
do produce una fluoreseencia rojo sombra, lo cual es significativo
pusesto que en general los compuestos resultantes de unién de Por-
firinas con hierro (ecomo es el citado Citocromo-c) pierden por com-
pleto la fluorescencia que en general tienen todas las Porfirinas
libres. (DHERE).

ESPECIFICIDAD

Una de las propiedades que merecen capitulo aparte, por su
importancia, es la especificidad. El concepto mAas estricto es el
que expresa que cada fermento actiia solamente sobre un compues-
to fermentescible o substrato. Aun las mis pequefias variaciones
en la estructura quimica de éste, determinan que el Fermento ya
no active. Para cada substancia un fermento; para cada fermento
una substancia; la wreasa no actia mis que sobre la urea y la
urea no se descompone por otro fermento que la ureasa. El caso
més restringido se da en la accién de ciertas diastasas sobre cuer-
pos isomeros estereoquimicos. La glucosa funciona segiin dos es-
tructuras quimieas distintas diferenciadas con las letras o y f
(glucopiranosa « y f; glucofaranosa ay B) :

| |
H—~(‘3—-—«OH

HO — (:3‘ —H
H——(‘)———OH H——CE—OH
HO——(‘]—-H HO——(%‘-—H
H_(;—OH? (‘) H—(—OH
('J —=Here o ('3 —H
CH,OH CH,OH
Glucopiranosa a Glucopiranosa

la substitucion de H de los grupos OH sefialados con asteriscos en
las figuras por radicales diversos, nos da las férmulas desarrolladas
de los cuerpos llamados, respectivamente: Glueésidos « y Glueési-
dos fB; los primeros no se desdoblan en sus componentes méas. que
por la diastasa denominada Glucosidasa o que existe en la leva-
dura de cerveza; los segundos lo hacen solamente por la Glucosi-
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dasa B que es uno de los fermentos integrantes de la emulsina
de la almendra amarga; por la a se hidroliza p.e. la maltosa
y por la B, la galactosa. La especificidad de estas diastasas
es, por lo tanto, extraordinariamente restricta y se la denomina,
especificidad estereoquimica. Y aun Ilega mis all4; porque si en
un glueésido § (desdoblable por la emulsina) sustituimos el gru-
po terminal CH,OH por un metilo, CH,, contintia siendo desdo-
blable; pero si lo hacemos por CH.Br, ya no se hidroliza por la
Glucosidasa B como no se hidroliza tampoco si dicho terminal
CH,OH desaparece por completo y entonces la glucosa se cambia
en xilosa (pentosa) y los gluebsidos en xilésidos; se ve que la ac-
cién del fermento depende de la existencia de dicho grupo termi-
nal. Caso analogo es el descubierto por E. FiscHER en los dipep-
tidos formados por los amino-dcidos (dextro y levogiros) denomi-
nados alanina y glicina; la Dipeptidase del jugo pancreético no
hidroliza a las glicil-alaninas, pero si a las alanil-glicinas (especi-
ficidad de estructura); pero aun a estas Gltimas lo hace con dife-
rente velocidad segiin se trate de las formas dextro o levo de los
amino-Acidos integrantes (especificidad de estereoisomeria). Las Fos-
fatasas extraidas de mamiferos hidrolizan a los esteres monofosfo-
ricos de la glucosa pero lo hacen con gran dificultad, a los difos-
féricos; y la propia fosfatasa de los eritrocitos actha mucho més
enérgicamente sobre el 4cido glocerofosférico a que sobre el B (Hex-
DERSON y MiLLer). Pasteur fué el primero que observé la dife-
rente accién de los fermentos sobre substratos distintos por su
estructura quimica estérica y, por lo tanto, también distintos por
el sentido de su actividad 6ptica; el hongo Penicillium glaucus es
capaz de desdoblar al 4cido tartirico racémico y se nutre solamen-
te del dextrogiro dejando intacto el antipoda éptico levogiro; se
habla de microorganismos y mo de fermentos porque en aquella
época se negaba todavia la existencia de estos filtimos. Se ha pre-
tendido explicar esta especificidad con el simil tan conocido, idea-
do por E. FiscEHEr y llamado ‘‘de la llave y la cerradura’’; no
penetra un fermento més que en un substrato de configuracidén
adecuada, lo mismo que una llave no entra mis que en su eerra-
dura.

La especificidad de las Diastasas puede ser algo mis amplia
como ocurre con las Polipeptidasas, que son los fermentos hidro-
liticos de los Polipéptidos; unas de ellas, las Aminopolipeptidasas,
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rompen la cadena del substrato en la extremidad que soporta el gru-
po amino, NH,, desprendiéndole; en tanto que las Carbozipolipep-
tidasas, lo hacen por el extremo que tiene el carboxilo, COOOH :

COOH l NH <R Zdo l NH, Polipéptido
} Carboxipo- Aminopoli-
d lipeptidasa. peptidasa.

Aqui la especificidad se concreta a lo dicho; el nimero de poli-
péptidos, reales y posibles, es casi infinito; sobre todos ellos actiian
estas diastasas; pero siempre lo hacen en la forma dicha.

La especificidad se desfigura todavia més cuando la diastasa
actia sobre todo un grupo de cuerpos anilogos; las lipasas sobre
las grasas, p. e. Pero aun aqui es necesario consignar que una lipasa
cualquiera no acttia sobre cualquier grasa; por lo menos, debemos
distinguir las genuinas lipasas de las esterasas que solamente actiian
sobre los esteres formados por los 4cidos grasos de pequeiio ntmero
de atomos de carbono (tributirina, butirato de metilo).

Més amplio es todavia el concepto en otras diastasas como las
llamadas Desmolasas, que no tienen en realidad mas que una espe-
cificidad de reaccién; no desdoblan al substrato en sus componen-
tes como hacen las Hidrolasas, sino que le transforman de los modos
més diversos: Descarboxilacién, deshidrogenaci6n, oxidacién, des-
prendimiento de oxigeno molecular, transporte de hidrégeno, ete.
En muchas ocasiones el Fermento actiia sobre el substrato y sobre
cuerpos anéalogos quimicamente a él, ya sean naturales o artifieia-
les. La esterasa del higado actfia sobre los esteres, pero también
lo hace con las lactosas de los oxideidos (oxibutirico, oxivalérico).
La zantinoxidasa, actia no solamente sobre la xantina (2-6-dioxi-
purina) sino sobre otras muchas purinas (8-oxi, 6-amino, 2-oxi,
6-amino, 8-oxi, 2-8-dioxi); y también sobre muchos aldehidos.
(BoorH).

La Arginasae ejerce su aceién sobre la arginina y también sobre
su homélogo superior; en general actfia sobre cualquier substrato
que posea guanidina libre y grupos carbéxilos (Fenrx ¥y ScHMEID-
ER). Reciprocamente, se conocen casos de substancias quimicas que
pueden suplir a la accién de ciertos fermentos. Tal sucede p. e. con
los substituyentes de las esterasas ; la glieilglicina y el 4cido espéar-
tico saponifican numerosos esteres.



La Escuela de WiLLSTAETTER ha establecido la nocién de especifi-
cidad relativae. Una misma diastasa muestra actividades diferentes
con el mismo substrato segiin sea su origen o su modo de preparar-
la. La sacarasa animal no actia sobre la rafinosa como lo hace la
que procede de la levadura, porque su afinidad para con el subs-
trato es mucho menor. La lipasa de higado de cerdo se distingue
mucho de la de pancreas del mismo animal en que ésta es muchisimo
més activa que la primera.

HaLpANE amplia el coneepto de especificidad al substrato. Efec-
tivamente existen casos de una sola diastasa que actuando sobre el
mismo substrato lo transforma de modo distinto segiin el 6érgano
en donde esté. La cimase de la levadura cambia a la glucosa en
aleohol y anhidrido carbénico pero la cimasa del musculo la trans-
forma en acido lactico. WILLSTAETTER da el nombre de Diastasas
isodindmicas a las de la misma clase y accién que transforman al mis-
mo substrato en productos diferentes.. Ademés del caso anterior de
la eimasa, puede citarse el de las amilasas a (dexirinogénicas) y
B (sacarogémicas) ; las dos actian sobre el almidén, pero las prime-
ras lo desdoblan solamente hasta el término de dextrina en tanto que
las B lo llevan hasta el de sacirido (maltosa); todas las amilasas
animales son o. :

. Puede apreciarse por todo lo expuesto, que el concepto de espe-
cificidad de Fermentos ha ido evolucionando hasta el extremo de
que actualmente casi no puede encerrarse més que en los limites bien
amplios de los grandes grupos de aquéllos; una carbohidrasa
no actiia méas que sobre carbohidratos y mo lo hace sobre grasas
ni sobre albtminas; una lipasa ejerce su accién sobre grasas {ni-
camente en tanto que una proteasa lo hace sobre proteinas.

REVERSIBILIDAD

Otra interesante propiedad de las Diastasas es la Reverstbili-
dad de su accién. PavEN (1891) fué el primero que observd como
se detenia la acién de la amilasa sobre el almidén conforme se acu-
mulaba en el liquido la glucosa producida. Muchos afios después
Crorr Hirn, llevé a cabo la experiencia definitiva de someter la
glucosa a la accién de la maltasa de la levadura y consiguié la pro-
duceién de maltosa; el proeeso quimico es de sintesis contrariamen-
te al normal que es hidrolitico, de desdoblamiento de la maltosa en
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dos moléculas de glucosa. Se comprende f4cilmente que esta rever-
sibilidad tenga lugar en todas las acciones de diastasas porque ellas
conducen a equilibrios quimicos, que se rompen en uno u otro sen-
tido segtin las condiciones del medio (especialmente segiin la con-
eentracién de iones hidrégeno). TavLOR explica lo que él llama
Catalisis encimica reversible, suponiendo que la Encima suple la
energia que es necesaria a aquella fase de la reaccién que es res-
ponsable de la inercia; conforme avanza la reaceién, la fuerza mo-
triz de ésta devuelve a la Encima la energia anticipada; el llamado.
‘“Efecto inductivo’’ forma parte del mecanismo segln el cual la
Encima activa al substrato. La aplicacién de esta reversibilidad ha
sido hecha, de modo muy interesante, por BoURQUELOT para con-
seguir, por sintesis distsica, la produccién de muchos glucésidos
¥ polisaciridos haciendo actuar las Glucosidasas a v B (levadura
0 emulsina) sobre las glucosas en presencia de cuerpos diversos
(azficares, fenoles, aleoholes, ete.). Bavriss ha logrado también
combinar glicerina y glucosa mediante la accién de la emulsina.
PorreviN ha conseguido producir trioleina uniendo acido oleico y
glicerina con el coneurso de la lipasa pancreatica.

Otro ejemplo tipico de reversibilidad es la que ofrecen las Li-
pasas, lograndose sintetizar grasas mediante su accién sobre una
mezela de glicerina y 4cidos grasos. En algunos casos predomina
la accibn sintetizante de la Diastasa sobre la hidrolizante o anali-
tica; tal sucede con la Fosfatasa que colabora a la formaeién del
fosfato célecico del hueso. Puede por lo tanto hablarse de ‘‘Dias-
tasas sintetizantes’’ en términos generales porque todas son activas
tanto en los desdoblamientos como en las sintesis. Claro es que
hablamos de las Hidrolasas porque en las Desmolasas, el fenémeno
sintetizante se negaba afirmando especialmente que la ruptura, por
via diastésica, de la cadena carbonada de un compuesto quimico
N0 es nunca recompuesta por los mismos factores. El descubrimien-
to de la Carboligasa de NEUBERG, vino a destruir ese aserto; existe
en la levadura y acttia sobre el efanal condensindolo consigo mis-
mo, en una de'las fases de la fermentacién aleohélica; la condensa-
eibn tiene lugar entre los grupos funcionales de las dos moléculas de
aldehido, y se produce una acetoina:

CH, — COH 4+ HOC — CH, = CH, — CO —CHOH — CH,

contrariamente a la aldolizacién, que es la condensacién entre el
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grupo aldehido de una moléeula y el CH, de la otra, para produeir
un aldol:

CH,—COH + CH,—COH = CH,—CHOH—CH,—COH

La carboligasa puede actuar sobre cualquier otro aldehido pro-
duciendo la aciloina respectivamente. Este descubrimiento de una
genuina ‘‘Sinteasa’’ era de extraordinario interés, pero ha sido
muy discutido y hasta negado, por DIRSCHERL.

La sintesis determinada por una diastasa puede llegar hasta la
produccién de derivados épticamente activos. Asi p. e. ROSENTHA-
LER logra condensar el dcido cianhidrico con el aldehido benzoico
mediante la influencia de la emulsina; el nitrilo mandelico for-
mado es dextrogiro, en tanto que los generadores eran inactivos a
la luz polarizada. La actividad optica ha sido determinada por la
diastasa, quiza por induccién de la suya.

Propiedad muy particular de ciertas diastasas es la de su in-
tervencién en la Autolisis. Todo tejido u 6érgano animal, es dige-
rido expontineamente cuando muere aquél o se le separa de &L
Este proceso es llevado a cabo por diversos fermentos, entre los
cuales pueden sefialarse Proteasas, Lipasas, Carbohidrasas, Fos-
fatasas, Nucleinasas; todas ellas, elaro es, son Hidrolasas. Pero
difieren de las que existen en el tubo intestinal y en el estémago,
de las genuinamente digestivas. En condiciones apropiadas, el
proceso de autolisis, puede continuar durante muchos meses ¥y
solamente se hace mas lento conforme se acumulan los productos
de la reaccién, la cual es més viva en medio cido. Asi se explica
la atrofia de la glindula mamaria después de la lactancia, del
Gtero después del parto, y de los érganos en general cuando se
aleanza edad avanzada; en todos los casos la acidez del medio no
es neutralizada por la alealinidad de la sangre y el proceso auto-
litico o pseudo autolitico se produce.

Ya decimos en otro lugar que la prevencién contra la autodi-
gestion de las propias albiiminas constituyentes de los tejidos del
aparato gastrointestinal (en donde tantas Diastasas digestivas exis-
ten) estad en la produccién automética de antifermentos.

ACTIVACION Y RETARDACION

La accién de los Fermentos es influenciada, como ya vimos
antes, por diversas substancias; las unas de modo favorable, coad-
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yuvando y acelerando su intervencién en el substrato; las otras
retardando o paralizindola; las primeras substancias se llaman
““ Activadores’ y las segundas ‘‘Retardadores’’. Los ejemplos de
unos y otros se nos ofrecen con abundancia. La sacarasa y mal-
tasa intestinales necesitan, para actuar, el concurso de sales meu-
tras; la amilasa se activa en la presencia de Acidos aminados; la
lipasa pancreitica lo hace por los Acidos biliares de la bilis y
por las sales de calcio; la papaina se activa por el acido cian-
hidrico. El primer caso de activador que se conoci6 fué el
de la Enterokinasa. Uno de los ayudantes del gran fisidlogo
ruso PAuLow descubrié en el Laboratorio de éste (1899) que
el jugo puro de una fistula pancreitica era completamente inae-
tivo para hidrolizar proteinas; pero esta actividad la adquiria
en cuanto se le afiadia jugo intestinal. Méas tarde (1924) WaALDSCH-
MIDT-LEITZ demostré que la Tripsina procedente del Tripsindgeno
se activa mediante la adiciéon de Enterokinesa; esta activacién es
debida a la destruceién de una substancia retardadora o parali-
zante de la tripsina, la cual es naturalmente activa, seglin investi-
gaciones de DYCKERHOFF. Los cristales de Tripsina pura, obtenidos
recientemente por NorTHrROP y KUNITZ, segiin vimos antes, son
activos; ignordndose si lo son porque ya les acompafia la Enteroki-
nasa o porque estdn desprovistos de la substancia que dificultaba
la accién. La Enteroquinasa no es de por si una diastasa sino un
genuino especifico activador. El influjo del ClNa como activador
de la amilasa a un Py =17 es debido fundamentalmente al ion
cloro. El del cloruro caleio sobre la lipasa (conjuntamente con la
albimina) se debe a la formaecién de un simplexo albfimina-Fer-
mento. Citemos todavia, como casos de activadores, al Magnesio
para la Zimohexasa, las Glicerofosfatas y el Cofermento, a los fos-
fatos minerales, ademés, para la Cocimasa; al magnesio y a la
adenina conjuntamente para las Fosfatasas. Otros ejemplos de
activadores pueden todavia citarse. La Papaina que se inhibe con
acido ascorbico, se activa si luego se le agrega ion ferroso (MAscH-
MANN y HEeLMERT) ; a la- Catepsina le ocurre lo mismo (EULER,
KARRER y ZEHENDER) ; la Arginasa se activa con acido ascérbico
(ELDBACHER y LENTHARDT) y en cambio la Ureasa y la B Malta-
milasa . (PURR) se inhiben. La Arginasa inactiva del misculo de
mamiferos se activa con sulfato manganoso, o con iones de cobal-
toso, niqueloso y ferroso (KLEIN y ZiesE; HELLERMAN y PERKINS).
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Kusowirz ha demostrado que la Fenoloxidasa es una Cupro-pro-
teina que se inactiva con 4cido eianhidrico y no se reactiva por
dialisis porque pierde cobre; afiadiendo al dializado una sal de
cobre, se restablece la actividad.

Los casos pudieran multiplicarse, pero estimamos suficientes
los expuestos, sin perjuicio de consignar algunos més en la parte
deseriptiva.

En los ejemplos anteriores se han consignado casos de activa-
dores genuinamente especificos y de otros que no lo son; estos
Gltimos estin formados principalmente por iones y por sales me-
talicas. Los primeros actian sobre un niimero muy limitado de
Fermentos y en algunos casos sobre uno solo. Tal p.e. las Kinasas
antes mencionadas y los Co-Fermentos, diferenciados solamente
porque estos segundos son cristalinos, en tanto que las primeras son
coloides. La activacién de una diastasa puede explicarse por causas
diversas: Porque suprime al retardador o inhibidor (eliminacién
de metales pesados por un thiol); porque afiade un elemento in-
dispensable (caso de los fosfatos, del magnesio, ete.) ; porque ac-
tiva el substrato, a veces uniéndose con él (caso de los Co-Fer-
mentos).

Contrariamente a la accién activante estd la retardatriz, inhi-
bidora o paralizante. La ejercen las sales de metales pesados, tales
como las de mercurio, plata, plomo, ete., €l icido ecianhidrico y los
cianuros, etc.; a ello se debe la propiedad antiséptica y el uso
corriente como tales, que tiene todos esos cuerpos; su aeccion se
explica por ser coagulantes de coloides y acttian de ese modo sobre
el fermento (a veces) y sobre su soporte (siempre). En el com-
plejo proceso de la Fermentacién alcohélica son agentes inhibi-
dores o paralizantes: el FNa para la Enolasa y las Fosforilasas;
el oxalato sédico para estas Gltimas en medio alealino; los sulfi-
tos alcalinos para las Reductasas; el fosfato disédico para la car-
boxilasa, el 4cido iodo-acético para la Zimohexasa, las Dismutasas
y la Hexoquinasa. Todos estos inhibidores o retardadores de la
actividad diastésica aetian como verdaderos venenos de los fer-
mentos, los euales se reactivan por desintoxicacién cuando se los
priva de aquéllos; el caso estd bien probado por la accién del
cianuro potésieco o de los thioles sobre los iones de metales pesa-
dos. La actividad de un fermento puede ser entorpecida o para-
lizada, en general, euando se varian las condiciones en que ejeree
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su ‘accién (valor de Py del medio, precipitantes de iones, coagu-
lacién de los coloides del sistema, etc.). E1 CNH, el CO o el SH,,
impiden la respiracién con hierro de los fermentos respiratorios.

En intima relacién con los Activadores y Retardadores, estin
las Codiastasas, los Antifermentos y otros cuerpos. Codiastasa o
Cofermento, es ¢l coadyuvante del Fermento; muchas veces otro
fermento, como veremos mas adelante en los importantisimos ca-
sos de la Cocimasa y el Cofermento de las oxidaciones intraor-
génicas. Se establece, desde este punto de vista la correlacién -si-
guiente ‘

Holocimasa o Pancimasa es el Fermento completo o conjunto
total de ellos formado por Cimasas, coadyuvantes y Activadores;
el ejemplo tipico es el de la levadura de cerveza.

Apocimasa es la Holocimasa sin coadyuvantes. Kstd formada
solamente por la Cimasa unida a los Activadores. ;

Etiocimasa es 1la Apocimasa sin activadores. Es Cimasa sola.

Coadyuvante es la Cocimasa, Codiastasa o Cofermento.

Activador es la substancia que acelera la accion del Fermento.

El1 Antifermento o Antidiastasa es el inhibidor o paralizador
natural que se encuentra en los liquidos y tejidos del organismo
animal, en estado mormal o patolégico; en general no son muy
espeeificos. Y muchas veces su aceién se concreta a retener. al
fermento mediante su adsorcién; tal sucede con el negro animal
respecto a la tripsina. La idea de la existencia de los Antifer-
mentos nacib al observar que en el organismo humano, especialmen-
te en el tubo intestinal y en el estomago, las membranas que cons-
tituyen sus paredes no se corroen ni atacan por los jugos que
ellas mismas segregan y los cuales son, en cambio, capaces de hi-
drolizar a las substancias albuminéideas alimenticias; se pensé en-
tonces en que esto era debido a la produccion de Antifermentos
que preservan de la accion de los Fermentos. Tambiéa se ad-
mite la produceién de ellos para oponerse a los fermentos intro-
ducidos por via parental; son como anticuerpos que actian sebre
antigenos y la mecinica de su accién se asemeja mucho a la
de las substancias empleadas en Inmunologia. Asi p. e. se habla de
antitripsina o de poder antitripsico del suero, el cual se aumenta
en las enfermedades infecciosas (bronecopneumonia); pero no pa-
rece que sea una substancia genuinamente inmune, porque su ae-
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eién no sigue las leyes fisico-quimicas de las reacciones antigeno-
anticuerpo.

PREPARACION Y PURIFICACION

Los Fermentos o Diastasas se encuentran muy repartidos en los
vegetales y en los animales; lo mismo en los organismos unicelu-
lares (Bacterias, Hongos, Microbios en general) que en los mas
complicados; tejidos, érganos y liquidos intraorgénicos son ricos
en estos activos cuerpos. Solamente una Diastasa existe exclusiva-
mente en las plantas: la clorofilasa. Unicamente un Fermento es
propio del organismo animal: la Colinesterasa. Todos los demés
pueden encontrarse indistintamente repartidos en las dos clases
de seres; o por lo menos en ellos, indistintamente, se producen
cuerpos que ejercen anilogas acciones sobre substratos idénticos.

Como todos ellos son substancias endocelulares que se encuen-
tran disueltas y difusibles en su interior (liodiastasas), disueltas
pero no difusibles (endodiastasas) o unidas al protoplasma (des-
modiastasas) en el interior de aquéllas, es necesario, para obte-
nerlas, prensar, triturar o atacar, respectivamente, los conjuntos
celulares que constituyen los tejidos y los érganos vegetales o ani-
males; pero en muchos casos se utilizan, como primeras materias
las propias y expontineas secreciones de esos tejidos y o6rganos.
Tios jugos asi obtenidos son muy inestables y se precisa conservar-
los en nevera a baja temperatura. Es muy conveniente la adicién
de tolueno o de cloroformo para evitar la accién destructora de
su actividad, que ejercen muchos microorganismos. Algunas veces
se somete el material a la accién de la glicerina y el extracto gli-
cérico se diluye luego con agua, separando por centrifugacién el
precipitado (siempre inactivo) que ocasionalmente puede produ-
cirse en la dilueién. Otro medio de extraccién es proceder con el
6rgano seco y pulverizado; el polvo fino se agita durante mucho
tiempo con acetona para privarlo de agua y de materias grasas;
el residuo se trata luego con éter. Hste método tiene el inconve:
niente de que muchas veces la desecacién del érgano altera o des-
naturaliza las substancias albuminéideas que son el soporte de
los fermentos; es necesario llevar a eabo aquella operacién a baja
temperatura. En cambio, otras veces es ventajoso dejar expontd:
neamente durante algtin tiempo la primera materia para que s
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autolice, con lo cual se destruyen o transforman muchos de los
principios inmediatos que acompafian al fermento. La trituracién
con arena del tejido u organo es operaciéon previa muy conveniente
porque rompe las membranas celulares y permite la salida del con-
tenido de las células, el cual puede luego ser ficilmente extraido
con disolventes; se aplica esto principalmente a los vegetales.

Preparado, por cualquiera de las manipulaciones antedichas,
el liquido extractivo que contiene el fermento, se llega a la purifi-
cacidn, concentraciéon y (a veces) extraccidn de ésta, por dos clases
de métodos usados corriente e indistintamente en los laboratorios.
Uno de ellos es el seguido por los investigadores norteamericanos
preferentemente; se fundamenta en la aplicacién sucesiva de di-
versos disolventes seguida de la precipitacién por diversos reac-
tivos o por adicion a saturacién de sales alcalinas. Intervienen
en el proceso operatorio muchas variantes y factores: Tempera-
tura, concentracién de hidrégeno-iones, dialisis, ete. Hemos ya
visto eémo por estos métodos se han conseguido obtener muchas
diastasas cristalizadas. La desecacién de los fermentos obtenidos
es operacién que necesita muchas precauciones; puede hacerse por
evaporacién expontinea, con corriente de aire seco y caliente o
por accién de acetona anhidra; para la ureasa y para las lipasas
va muy bien este ultimo procedimiento; en ecambio la desecacién
a vacio hace perder la mitad de su actividad a la Renina (Lab).

El otro grupo de métodos ha sido establecido por WILLSTAETTER
y se ha generalizado extraordinariamente, no tan solo para obte-
ner diastasas, sino también Vitaminas, Hormonas, Carotenoides,
Antocianinas y Clorofilas y otros muchos cuerpos activos que se
encuentran en muy pequefias cantidades, tanto en las plantas como
en los animales. El fundamento de los métodos consiste en adsor-
ber el principio por una determinada substancia (adsorbente)
con lo cual se le separa de las otras muchas que le acompafian y
que no son adsorbibles en las condiciones en que se opera; el ad-
sorbato producido (combinacién de adsorcién del fermento con el
adsorbente) se descompone mediante un nuevo cuerpo o disolu-
cién que se lleva al fermento y deja libre (para regenerarla y
volverla a utilizar) al adsorbente; a esta descomposicién del pro-
ducto de adsorcién se la denomina eluccién y al liquido empleado,
eluyente. Los adsorbentes mis usados son la al@imina (hidrato
aluminico), el caolin, la tierra de batin, la franconita, el kiesel-
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gur, el yeso, el carbonato cilcico precipitado, el 6xido magnesmo,

la bauxita, el carbonato de plomo, la sacarosa y el carb6n ani-

mal; los eluyentes son casi siempre dlcalis diluidos o fosfatos al-
cahnos que tienen una afinidad un poco mayor para el adsorbente
que para el fermento. Las operaciones alternativas de adsorcién

y elucién pueden repetirse cambiando a veces el valor de Py del

medio; y de ese modo se consigue purificar al fermento, concen-

trarlo y separarlo incluso de otros fermentos que le acompanan.

WiLLSTAETTER ha establecido distintas clases de alimina que se

diferencian por su diverso comportamiento frente a los alcalis y

los Acidos; son todas ellas coloides de diverso grado de dispersién

o tamafio de la micela:

Alimina A.— Obtenida por precipitacién con amoniaco concen-
trado y a ebullicién prolongada.—Muy plistica.

Alémina B.— Obtenida como la anterior pero sin ebullicién pro-
longada.—Pléstica.

Aléimina C.— Obtenida por precipitacién con amoniaco diluido
y ¢bullicién mo prolongada—Pulverulenta y de
grano fino. !

Algmina D. — Obtenida por precipitacién mediante acido earbd-
nico de la disolucién de un aluminato.—De grano
grueso.

Algunos ejemplos de aplicacién de estos métodos consideramos

de conveniencia consignar aqui para hacer resaltar su utilidad e

importaneia. WaLpscEMIDT-LEITZ los ha empleado para la separa-

¢ién de la mezcla de proteasas del pancreas: Proteinasa, Protami-
nasa, Carboxipolipeptidasa, Aminopolipeptidasa, Prolinasa y Dipep-

tidasa. Se trata el jugo pancreitico purificado con alimina C

(una variedad de ella) a un Pg igual a cuatro; se adsorben las

tres Gltimas y quedan en el liquido las tres primeras; eluyendo

con &leali quedan aquéllas en libertad y adsorbiendo ahora con
ridrato férrico coloide a Pz — 4 se absorben solamente la Amino-
polipeptidasa y la Dipeptidasa, quedando en el liquido la Proli-
nasa; finalmente se separan las dos adsorbidas porque tGnicamente

la Dipeptidasa es susceptible de eluirse. En cuanto se refiere a

lag tres otras diastasas que quedaron en el liquido tratado por ali-

mina C se vuelven a tratar con este mismo adsorbente pero a

Pm = 7; la Carboxipolipeptidasa es la Gnica adsorbida y se aisla

luego por eluccién del adsorbato.
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Por estos procedimientos, y repitiendo las operaciones de ad-
goreién y eluccién, se consiguen preparados diastdsicos de gran
concentracién y, por lo tanto, de extraordinaria actividad. Con re-
lacién a la diastasa bruta primitiva se ha logrado por WILLSTAETTER
una Sacarasa 20.000 veces mas activa; por SUMNER una Ureasa de
gemilla de soja 730 veces més aetiva, y por WILLSTAETTER y Ba-
MANN una Lipasa gastrica 600 veces més activa. Este mismo Maes-
tro llega a obtener una Sacarasa capaz de transformar por segundo
seis veces su peso de sacarasa; y SUMNER una Ureasa de 130.000
unidades (véase més adelante), en tanto que la primitiva no tenia
méas que 7 unidades.

Por un método andlogo se logran separar los tres Fermentos
prineipales del pancreas: Lipasa, Amilasa y Tripsina. se adsorbe
el extracto acuoso de la gléndula con alimina, la cual no actia
més que sobre la Lipasa; eluyendo el adsorbato con fosfato dia-
ménico en medio glicérico diluido se logra separar lipasa casi pura;
ge purifica repitiendo el tratamiento. La mezcla de Tripsina y
Amilasa (que no han sido adsorbidas por la alimina), se tratan
con Kaolin, que adsorbe solamente a la primera; en el liquido
queda la amilasa impura, a la cual se afiade aleohol hasta un 50%
y se trata nuevamente con aliimina que ahora la adsorbe.

Voop purifica Tripsine adsorbiendo la solucién de la impura
con papel de filtro; se deja secar al adsorbato en corriente de aire
caliente; si las tiras secas de ese papel se introducen en agua, la
Tripsina se disuelve al cabo de 20 minutos y las impurezas quedan
retenidas en el papel.

Tios métodos de adsorcién y eluecién han tenido modernamente
una nueva aplicacién para la separacién y aislamiento de las Dias-
tasas que se encuentren naturalmente mezcladas. Nos referimos
al método de adsorcién de TswerT, llamado corrientemente método
eromatogrdfico. Esta fundado en hacer pasar la mezela de subs-
tancias a través del adsorbente en polvo colocado en un tubo ver-
tical apoyado por la parte inferior en un matraz; la substancia
adsorbida queda retenida a su paso por la columna de adsorbente
y las no adsorbidas pasan intactas al matraz inferior. El método
se llamé cromatografico porque se aplicé primitivamente a la se-
paracién de materias colorantes naturales (clorofilas, earotenoi-
des, etc.) Como ejemplo de aplicacién vamos a citar la separa-
aibn de la Cocimasa (Codehidrase I) con la Codehidrase II (gque
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eoexisten en la levadura de cerveza) segin EULER y ApLER. Es-
tando en disolucién acuosa y empleando como adsorbente el 6xido
aluminico preparada por BrockMAN, la Codehidrasa II queda re-
tenida en la parte superior de la columna, en tanto que la I pasa
a través del adsorbente y filtra en el matraz inferior. La tée-
nica operatoria es la siguiente: 100 mgs. de un buen preparado
que contenga las dos diastasas, se disuelven en 10 c.ec. de agua;
se filtra y el liquido filtrado se pasa por la columna (tubo de 07
ems. de didmetro y 8 cms. de largo) cargada de 6xido aluminico;
después de la percolacién se afiaden por la parte superior del tubo
15 c.c. de agua y se une el matraz con trompa o conduecion de
vacio practicando succién suave; se contintia el lavado con nue-
vas porciones de agua (en total 94 c.c.) para recoger en el matraz
100 c. c. entre filtrado primitivo y aguas de lavado; la operacién
dura dos horas. Se contintia la filtracién a vacio para desecar
toda la columna de adsorbente y se extrae luego éste del interior
del tubo. Solamente el tercio superior de la columna contiene
adsorbida a la Codehidrasa II; el resto inferior y los liquidos fil-
trados estdn desprovistos de ella; la capa que la retiene se dis-
tingue por su fluorescencia. Posteriormente se somete el adsor-
bato a un eluyente apropiado y se procede en el resto como hemos
visto antes. El método no es mas que de separacién. Puede apli-
carse también a la purificacién de la propia Cocimasa; y a la
separacién en la emulsina de la B-Glucosidasa con la o-Galactosi-
dasa, empleando bauxita como absorbente y operando a un
Pr — 4’7. Otros ejemplos pueden encontrarse en el libro espe-
cial de ZECHMEISTER, publicado el pasado afio. %

* %

Otro medio particular e interesantisimo de obtener Fermentos
quimicamente puros, es la sintesis de aquellos cuya estructura mo:
lecular es perfectamente conocida. Asi pueden lograrse la Cocar-
boxilasa, las dos Codehidrogenasas I y II, el Fermento amarillo de
‘WARBURG, etc. Al ocuparnos detalladamente de cada uno de ellos
exphcaremos los procedimientos sintéticos utilizados. ;

UNIDADES

Para poder apreciar, en la préctica de los procedimientos ante.
dichos, la progresiva concentracién de la Diastasa, ha sido preciso
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establecer algunas Unidades de actividad, lo cual no siempre es po-
sible. WiLLsTAETTER y KUHN definen la Unidad encimética como
la cantidad de fermento necesaria para producir un cambio qui-
mico definido. Valor encimdtico es el ntimero de unidades conte-
nidas en una cantidad definida de substancia. Claro es que estas
medidas suponen una exacta proporcionalidad entre la velocidad
de la reaccion y la concentracién del Fermento, es deecir, una
exacta aplicacién de la ley de GULDBERG y WAAGE o de accién de
las masas, a las reacciones enciméiticas, lo cual no es rigurosa-
mente exacto, como vimos anteriormente,

A continuacién citamos algunas unidades que se consignan
en el libro de AMMoN y DIRSCHERL:

Dipeptidasa.—La unidad de Erepsina establecida primeramen-
te por WILLSTAETTER y GRASSMANN (1926) era la cantidad de Fer- ~
mento que hidroliza en una hora y a Pg =178 a la mitad del
substrato peptidico. Posteriormente GRASSMANN establecié la Di-E
(unidad dipeptidéasica) definiéndola como la cantidad de Di-
peptidasa necesaria para hidrolizar en una hora y a 40 grados
10 ec.c. de disolucién 6/5 milomolar de dextro-levo-leucil-glicina,
de forma que se necesiten luego 1'5 c. e. de disolucién N/5 de KO
para neutralizar el producto de la hidrolisis. En eambio WALDSCH-
MIDT-LEITZ y DEUTSCHE (1927), establece la L-Er-E (unidad Lie-
noerepsina) que es la cantidad de ésta necesaria para hidrolizar
el 20% de 1/1.000 de mol de dextro-levo-leucil-glicina a un
Pm = 8’0 y en un minuto.

Histidasa.—EDpLBACHER y KrAUs (1930) consideran como uni-
dad histidésica la cantidad de Fermento necesaria para liberar en
seis horas 8 e. c. de amonjaco N/50, del substrato (histidina) sobre
el cual actia.

Lipasa - Esterasa - Fosfatasa. — WILLSTAETTER, W ALDSCHMID?-
LEirz y MEMMEN (1923) establecen la unidad de Lipasa como la can-
tidad de ella necesaria para hidrolizar en una hora y a 30 grados el
24% de 2'5 grs. de aceite de oliva (de 185’5 de indice de saponifi-
cacién) empleando 13 c. c. de volumen de liquido en el cual hay
2 c. c. de solucién reguladora NH,-NH,Cl de Px = 8’5, y 10 mgs.
de Cl,Ca y 15 mgs. de albimina, como activadores. También de-
finen otra unidad lipasica que ¢s la cantidad de lipasa necesaria
para reducir a 20 el nGmero de gotas dadas al estalagmémetro
por una disolucién saturada de tributirina euando el fermento ha
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actuado sobre este substrato durante 50 minutos a un Py = 86.
Unidad de esterasa es la cantidad de ella necesaria para hidrolizar
el 25% de butirato de metilo presente cuando actiia sobre él du-
rante 60 minutos a un Py =—8’9. Unidad de Fosfatasa es, segin:
ArBErs (1935) la cantidad de fermento capaz de separar una dé-
c¢ima de miligramo de fésforo de un f Glicerofosfato cuando actia
sobre él a 35 grados y Pg =9 durante una hora y en presencia-
de i6n Magnesio en concentracién 0001 a 0’006 molar. ‘

Perozidasa.—La unidad establecida por WILLSTAETTER y POLLIN-
aur es la 100/X ava parte de la Diastasa que es necesaria para
producir z miligramos de Purpurogalina cuando actia sobre una
disoluciéon de 5 grs. de Pirogalol y 50 mgs. peréxido de hidrégeno’
~ en dos litros de agua a 20 grados y durante 5 minutos; z debe os-
cilar entre 25 y 15.

Pepsina.—La Escuela de NorTmror (1932) ha establecido di-
versas unidades. Una de ellas es la cantidad necesaria que, al ac-
tuar sobre 6 c. c¢. de una disoluciéon de proteina al 5% a 35’5 gra-~
dos y Py = 2’5, determina un aumento de producecién de earbo-
xilo COOH de un miliequivalente por minuto (recognoscible por
valoracién con formol). AnsoN y Mirsky (1932) consideran como
Hemoglobina-Pepsina unidad a la cantidad de diastasa que ac-
tuando sobre 6 c. c. de una disolucién tipo de Hemoglobina durante
un minuto y 35’5 grados, es eapaz de digerir este pigmento de for-
ma que dé un miliequivalente de tirosina determinada colorimé-
tricamente en la disolucién desalbuminada eon &cido tricloroacético
después de transcurrido el minuto.

Sacarasa.—La unidad establecida por WILLSTAETTER y KUumN
(1923) es la cantidad necesaria para conseguir la rapida desapa-
ricién del poder rotatorio (reduciéndolo a 0 grados) de una disolu-
cion de 4 grs. de sacarosa en 25 e.e. de disolucion de fosfato mo-
nosédico al 1% ; es decir, cuando el 75"75% del substrato presente
ha sido invertido. H. V. EuLER establece la actwidad catalitica
de un preparado de sacarasa mediante la constante de inversién
K, la cual se detérmina en una disolucién de sacarosa de compo-

+ en la cual R

sicién conocida ;se utiliza la férmula K = 1og
es la rotacién primitiva, L la final y la observa,da al cabo del tiem-
po t. Segin EULER y SvanBErRG (1919), la capacidad de inversién:
If de un preparado de Sacarasa viene dada por la férmula:
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el K x gr. de azficar
" " T “gr. substancia seca ;
dad de (-l1-Fructuosa que es igual a 8’3 unidades de sacarosa se-

gin WILLSTAETTER.

. WEIDENHAGEN (1932) considera la uni-

Tripsina.—Se han establecido diferentes unidades para este
Fermento. Segiin WILLSTAETTER y PERSIEL (1925) la Tripsina-Uni-
dad T-(e) es la cantidad necesaria para producir un aumento de
acidez equivalente a 2 c¢. e. de disolucién 0’2 normal de hidrato po-
tésico en las siguientes condiciones: Tratamiento a 37 grados du-
rante 30 minutos, con enteroquinasa; substrato, 0’75 gr. de gela-
tina; volumen, 12 c.e. que contienen 2 ec.ec. de disolueién regula-
dora normal de NH,-NH,-Cl en proporeién 1:2; digestién durante
20 minutos; temperatura 37 grados. Para la Tripsina cristalizada
que no necesita el concurso de la Enterokinasa, la Escuela de
NorTHROP (1932) considera una unidad fundada en la variacién
de la viscosidad espe(nflca del substrato por la accién del Fer-
mento.

Ureasa.—Segin SUMNER, la unidad es la cantidad que se pre-
eisa para produeir un mg. de nitrégeno amoniacal cuando actda
sobre una disoluei6én de urea a 20 grados a un Py'= 7’0 y durante
5 minutos.

METODOS DE DOSADO

- Los métodos de determinacién cuantitativa de los preparados
diastasicos estdn fundados en las definiciones que anteriormente
se han consignado para las unidades de su actividad y, virtual-
mente quedan resefiados al definir éstas. Las téenicas operatorias
de valoraci6én de preparados diastisicos (pepsina, tripsina, p. e.) de
uso terapéutico se consignan en los Cédigos de medicamentos o
Farmacopeas de los distintos paises; son fécilmente asequibles y
por esa razén no los consignamos aqui. Haremos, tan solo, men-
eidn de aquellos especiales y representativos que se utilizan en los
Laboratorios. :

Amilasa—Método de WILLSTAETTER y ScHUDEL al hipoiodito.
La hidrolisis de 0’25 gr. de almidén soluble disuelto en 37 c.ec. de
agua, a la temperatura de 37° por la amilasa del pincreas, se
consigue en un 40%. Suponiendo que la reaccidén es monomolecu-
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lar, €l cilculo de la actividad de la diastasa se hace utilizando la
férmula:

1 a
K= - log,, o

siendo ¢ el tiempo, a la concentracién primitiva del substrato, K
las unidades de amilasa y z la cantidad de maltosa formada y de-
terminada por el método al hipoiodito segln esta reaccién quimica:

CH,0H-(CHOH) ,-COH -4 I, 4 3NaOH = CH,0H-(CHOH),-
COONa - 2INa -+ 2H,0

Para a no se toma el valor efectivo de 0,25 gr., sino el préctico
que es el 75% de él o sea 0,1875 gr. Es conveniente tomar una
cantidad de preparado diastasico tal que el valor de K quede en-
tre los limites 0,001 y 0.03. La unidad de la amilasa es el eéntuplo
de la cantidad de Fermento necesaria para que K sea igual a 0,01;
por eso ya directamente K da la actividad del fermento en esas
unidades.

En un frasco ecilindrico de tap6n esmerilado y de 50 c. c. de capacidad, se
introducen 25 e.ec. de disolucién acuosa reciente al 1% de almidén soluble
(marca KAHLBAUM), 10 c.c. de disolucién reguladora 0,2 normal de fosfato
(formada por 5,1 c.c. de disolucién 0,2 normal de fosfato monopotésico y
4,9 c. c. de disolucién 0,2 normal de fosfato disédico) de un Py =6,8y 1 c. c.
de disolucién 0,2 normal de cloruro sédico (para activar la diastasa): se
agita bien y se introduce en un termostato a 37°. Se introduce la diastasa,
bien en polvo seco o bien tomando 1 c.ec. de su disolucién; se agita bien y se
deja estar durante 10 minutos, al cabo de los cuales se afiaden 2 c.c. de 4cido
clorhidrico normal para detener la reaccién. Se pasa todo el contenido del
frasco a un matraz Erlenmeyer, se lava con agua y se vierte ésta en el ma-
traz; se agregan 0,6 c.c. de disolucion N/10. de iodo y luego gota a gota
disolucién N/10 de NaOH hasta que se neutralice el 4cido clorhidrico, se
pase el fosfato &cido a dimetalico y quede un. excedente que sea en volumen
vez y media el del liquido. Después de 15 minutos se acidifica con 4cido sul-
firico diluido y se determina el iodo excedente con disolucién N/10 de hipo-
sulfito sédico.

Ejemplo: Un c. c. de extracto glicérico de pAncreas se disuelve en 250 e. e.
de agua; se toman 0,8 c.c. de esta disolucién y se opera con el almidén so-
luble en las condiciones antedichas durante 10 minutos. Se gastan 2,29 c.c. de
disolucién de iodo N/10. Un ensayo de control con el almidén y la diastasa
solos consumen 0,53 c. c. de iodo N/10. De la cantidad de éste gastada en rea-
lidad (2,29-0,53 — 1,76 c.c.) se calcula la maltosa formada, que es de 30,2
miligramos y se deduce la constante de reaceién:
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10,1875

1 _, 3 Firs
= 10 00 0,1875-0,0302  — 10076,

K=

es decir que la substanela, ensayada tiene 0,0076 unidades de amﬂasa. Para'
deducir el grado de pureza de un preparado de amilasa, se expresa el nume~
ro de unidades por decigramo de substaneia.

Si se trata de amilasa de malta se prescinde de la actlvacmn con cloruro
sédico y se trabaja a un P = 5,6.

Esterasa.—Método estalagmométrico de WIDLSTAETTER y MEM-
MEN. Los esteres de dcidos grasos de escaso numero de- atomos de
carbono, hacen descender considerablemente la tensién superfmla.l
de los liquidos acuosos en tanto que no tienen esa propiedad los
productos de su hidrolisis; por eso son substancias muy. adecua-
das como substratos para determinar el poder saponificante de las
diastasas. Se utiliza preferentemente la tributirina en presencia
de actividades (una mezcla de albimina, oleato célcico y clorure
calcico en exceso). La variacién de tensién superficial se mide
con un cuenta gotas. Se necesitan: 1° La disolucién del Fermento
(sangre, suero, extracto de érgano, jugo géstrico filtrado).—2°
Solucién saturada de tributirina; 50 gr. de la comercial se lava
por agitacién fuerte durante once veces con 400 c. c. de agua cada
vez; se deja reposar y se toma con pipeta 20 gotas de tributirina
que se vierten en un litro de agua y se agita fuertemente durante
1-2 horas, dejando luego en reposo por 24 horas; se filtra por fil-
tro hiimedo y se desprecian las primeras porciones filtradas. reco-
giendo las intermedias.—3° Albtimina de huevo.—4? Disolueién de
CL,Ca al 29%.—5° Disolucién de oleato sodico ‘al 2%.-—6° Solucién
reguladora formada por una parte de amoniaco 2,5 normal -+ 8
partes de cloruro aménico 2,5 normal; Py = 8,6.a 18 :grados Se
debe emplear una cantidad de Fermento que dé entre el doble ¥
el quinto de una unidad de butirasa.

Se mezcla la cantidad aproplada del preparado diastasico . con 30 mg de
albtmina (0,5-1 ¢.e. de su disolueién) 0,5 e.c. de la dxsoluemn de cloruro
caleico (10 mg. ), 56 e.c. de la_disolueién saturada de tnbutlrma, :2 c.c. de
1a reguladora de CINH, NH, y 0,5 e.c. de la de oleato s6dico. de. moao que se
tengan 60 c.c. de volumen total de liquido. Se determina el ntmero de gotas
que caen por minuto de este liquido mediante la pipeta de DUCLAUX- 0 ¢l es-
talagmémetro de OSTWALD, o una simple pipeta bien c_ontgastada,,q}ie esté
lleno del flGido anterior; o mejor, se mide el nimero de 1 gol‘tas que da ‘e'lwli-
quido que est4 en la parte de pipeta comprendida entre dos sefiales (2 ¢.c¢.) La
pipeta ha de estar en bafio ‘de agua o en ‘termostato ‘a ‘20°: La- operacién ‘g’
repite cada 20 minutos.y sellevaia cabo también con agua pura’y eéonidiséli-
Ferm. 4
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ciéon pura de tributirina. Se construye:una curva por puntos en papel cua-
driculado tomando como abscisas el ntmero de gotas que da el volumen de
liquido comprendido entre las dos mareas y como ordenadas los tiempos a los
cuales se hace Ia determinacién (0 20’ 40’-60’, ete.). La curva expresa la mar-
cha de la actividad de la diastasa porque el nimero de gotas es proporcional
a la tension superficial. :

La unidad de lipasa es la cantidad que se necesita de ella para
hacer: bajar el ntimero de gotas en 50 minutos a 20; es decir,
aproximadamente a la mitad de la diferencia entre el nfimero de
gotas que da la tributirina sola y el agua destilada sola.

Tripsina. —Método de R. WILLSTAETTER y otros para detérminar
la actividad tripsica. El metodo se fundamenta en la maxima ac-
tividad de la Proteinasa en presenma de la Enterokinasa, la cual
necesita algin tiempo de contacto y se establece 30 minutos a 30°.
Como substrato se emplea caseina, la cual se hidroliza rapida y
facilmente; el Py 6ptimo es 8,9 y la solucién reguladora es la ya
conocida de CINH,—NT,. La acidez final se mide en disolucién
con 90% de alcohol. Se necesitan, por lo tanto, las siguientes diso-
luciones: 1* De hidrato potisico N/20 normal en aleohol de 90°.
—2* De timolptaleina, como indicador, al 0,5% en aleohol.

+ Se emplea un extracto glieérico de péncreas seco al 10%; el cual se diluye

en 10 volimenes de agua inmediatamente antes de la determinaeién. 1 c.ec. de
este liquido (o una cantidad equivalente de otra disolucién o de preparado
seco) se coloca en un fraseo con tapén esmerilado, y se afiaden 0,3 c.e. de
una disolucién de Enterckinasa que contenga aproximadamente 1 mg. de ésta,
¥y 1-2 c.c. de agua; se agita y se deja estar durante 30 minutos a 30°; se
agregan luego 5 c.c. de disolucién de caseina al 6% (se suspenden 6 gr.
de caseina pura en 100 c. c. de agua.con 6 c. c. de amoniaco normal) y 2 c.e. de
la disolucién reguladora normal de NH, CINH, (1:1) con lo cual se consigue
un PH" =89 a 30°. Después de 20 minutos se afiaden 5 e.c. de agua y
15 ec. c. de alcohol absoluto y se vierte todo en un Erlenmeyer de 250 e. c. agre-
gando 2 e.ec. de la disolucién de timolptaleina. Se dosa con disolucién alcohé-
lica 0’2 normal de KOH hasta coloraciéon débilmente azul; entonces se agre-
gan 120 e.c. de aleohol absoluto hirviendo y se continia el dosado hasta
aparicién de color verde azulado. Como unidad de tripsina (T-e) se entiende
la cantidad que se necesita de ésta para produeir una hidrolisis que luego
gaste 1705 c. c. de la disolucién 0,2 normal de hidrato potasico.

Dipeptidasa.—FE] método para determinar su actividad es tam-
bién debido a WILLSTAETTER y muy parecido al anterior empleando
como substrato la dextrolevo-leucilglicina, la cual se usa en disolu-
cion obtenida del modo siguiente: 9’4 gr. de la substancia se colo-
can en matraz de 250 -c. ¢. con unos 180 c.c. de agua y 12’5 c. e.
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de amoniaco 2’5 normal; se agita fuertemente y se calienta gra-
dualmente hasta 55°, consiguiéndose disolucién completa; se agre-
gan entonces 41’5 c. c. de disoluciéon N/3 de fosfato monopotasico
y se completa con agua hasta 250 c.c.; se comprueba si el Px del
liquido es de 7’8 y si no se afiaden algunas gotas de amoniaco 0
de solucién de fosfato hasta conseguirlo. Las disoluciones alcohd-
licas de hidrato potsico y de timolptaleina son como las del mé-
todo anterior.

Se colocan 3 c.c. de disolueién del substrato (0,6 milimol de d-l-leucilglici-
na) en un matracito aforado de 5 c.c. previamente calentado a 40°; se afiade

la cantidad apropiada de la disolucién de diastasa y se deja durante una

hora a 40° ; inmediatamente al fin de este tiempo se toma una prueba de 2 c. ¢,

de liquido y se dosa acidimétricamente como en el método anterior con disolu-
cién N/20 aleohélica de KOH 7y timolptaleina. La unidad de Dipeptidasa
(Di-E) es la cantidad de ella que hidroliza el 50% de la d-l-leucilglicina de
una disolucién (que contiene 112,8 mg. de esta substancia) en una hora y a
40°; corresponde a 1,3 c.e. de disoluciétn N/20 de KOH aleohdlica para una
prueba de dosado de 2 e.c.

Aminopolipeptidasa.—E]l método de GRASSMANN y DYCKERHOFF
utiliza como substrato un polipéptido que tenga grupos NH, no
substituidos; el més apropiado es la d-l-leucilglicilglicina cuya di-
solucién se hace con 3,06 gr. de este cuerpo, 4,8 c.c. de amoniacd
N/25, 5 c. c. de solucién reguladora de NH,CINH,, 12,5 c. c. de la
fosfato de Py = 7,0 y el resto de agua hasta 50 c.c. La técnica
operatoria es idéntica a la anterior: 2 c.c. de la disolucién del
substrato se colocan en un matracito aforado de 5 c. ., se agrega
la de la diastasa, se completa con agua y se tiene una hora a 40°.
Tl dosado acidimétrico se hace del mismo modo.

La unidad de polipeptidasa (Po-E) es el quintuplo de la can-
tidad de fermento necesaria para hidrolizar el 50% de la d-l1-
leuciglicilglicina de los 2 c. c. de muestra (24,5 mgr.) en una hora
y a 40°. Corresponde a 1 c.c. de disolucién aleohélica N/20 de
KOH.

Pepsina en el jugo gdstrico—Método de MicHAELIS. Se pre-
para una disolucién tipo de pepsina disolviendo 5 gr. de ella pura
(de GRUBLER) en 50 c. c. de disolucién de CINa al 10% ; se filtra
después de ocho dias de contacto y se afiade al filtrado un volumen
igual de glicerina. Para un ensayo se toma 1 c.c. de este liquido
y se diluye con agua hasta 100 c. c.
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El substrato se prepara con suero de carnero en disolucién al
1/15 en agua destilada; se le agrega poco a poco acido sulfosali-
cilico al 10% hasta comienzo de viraje del papel rojo Congo a
violeta. :

Se preparan 6 tubos de ensayo en una gradilla. En el primero se coloca 1 c. c.
de jugo géstrico y en cada uno de los cinco restante 1 ec.c. de agua desti-
lada; al segundo se le coloca ahora 1 ec. c. de jugo gistrico mezclindolo
con el agua que ya tenia el tubo; de esa mezcla se toma 1 c. c. que se
pasa al tubo tercero y asi sucesivamente; del tltimo tubo se vierte 1e e
de su contenido; quedan finalmente todos los tubos con 1 c¢. e. de liquide
y con una concentracién respectiva de jugo géstrico 1/1 1/2 1/4 1/8 1/16
1/32. En un séptimo tubo de ensayo se vierte 1 c.c. de la solucién tipo de
pepsina. Se afiade a cada uno de los 7 tubos 5 e. e. de la disolucién de suero-
4cido sulfosalicilico y se introducen todos en b. m. a 40°, vigilindolos hasta
que el 70 se aclare de modo que pueda leerse a su través; entonces se observa
a cual otro tubo le sucede lo mismo y la concentracién que tenga de jugo gés-
trico da el ntimero de unidades de pepsina de éste; p. e. si es el tubo 4°, cuya
concentracién es 1/8, el jugo da 8 unidades de pepsina.

Tripsina por el método de MerT.—Este método es muy conoci-
do y de aplicacién frecuente en la Clinica. Se preparan los lla-
mados tubos de METT llenando tubitos de vidrio de 4-5 em. de largo
y de 1,5-2 mm. de didmetro (graduados en milimetros) de clara
de huevo bien batida; la operacién se facilita utilizando una trom-
pa de vacio; ha de procurarse que no penetren burbujas de aire.
Varios de estos tubitos asi llenos se introducen en uno de ensayo
y éste, a su vez, en b. m. a ebullicién sosteniéndola durante 10 mi-
nutos; se extraen del tubo de ensayo y se limpian bien por fuera;
cada uno contiene un codgulo blanco de albimina de huevo.

En un frasco de fondo plano se coloca la solucién de tripsina
que hemos de valorar y se sumergen en ella 2-3 tubos de MerT;
se tapa el frasco y se deja en estufa a 37° durante 24 horas; se
sacan entonces los tubos y se mide (con lupa y aproximacién de
medio milimetro) la columna de codgulo que se ha hidrolizado.
El resultado se compara con el que dé una solucién tipo de tripsina.

RELACIONES DE FERMENTOS ENTRE SI
Y CON HORMONAS Y VITAMINAS

Con mucha frecuencia los fermentos actian mezelados entre
si y las etapas diversas del metabolismo de los principios inmedia-
tos se cumplen por la aceién sucesiva de fermentos especificos que
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se encuentran conjuntamente en un mismo érgano. Tal sucede con
las Diastasas del pancreas: amilasa, lipasa y proteinasa; con las
del higado, con las de la sangre, ete. Aparte de esta coexistencia
merece también mencionarse la de los Cofermentos que acompaiian
a las Diastasas y sin el concurso de lo cuales no es posible su
aceién, como ya vimos antes. Citemos también la posible transfor-
macién intraorginica o la substitucién de un fermento por otro
como sucede con las esterasa y lipasa pancreiticas. EuLer ha de-
mostrado que la Codehidrogenasa I (Cocimasa) se transforma en
Codehidrogenasa II (Coencima) por la aecién de otra Diastasa
que no-es la Dihidrogenasa del ester de ROBINSON; es bien explica-
ble esta transformacién porque ambas Codehidrogenasas son Fos-
fopiridinonucle6tidos; con tres moléeulas de acido fosférico (TPN)
la II y con dos moléculas (DPN) la I. A veces el mismo Agén o
grupo activo de la Diastasa puede fijarse sobre distintos Ferones
o soportes albuminoides coloidales para dar simplexos distintos,
pero de la misma especificidad; tal sucede con las lipasas géstri-
ca, pancredtica, hepatica, hemitica, ete.; o con las Amilasas o
Proteasas de esos mismos érganos (Krautr). Existen también casos
en que un fermento actia sobre otro; pueden liberarse las Endo-
Diastasas del interior celular por la accién de fermentos amiloliti-
cos o proteoliticos (WILLSTAETTER) ; la liberacién de la Sacarasa de
las células de levadura es un ejemplo tipico. La aceién de un fer-
mento sobre otro puede manifestarse en el ataque del soporte del
segundo por el primero, quedando intacto su grupo activo; tal su-
cede con la ureasa cristalizada que actfia sobre otros fermentos.

En donde puede apreciarse més claramente la correlacién entre
distintos fermentos y la solidaridad estrecha que existe entre ellos, ’
es en las funciones digestivas; y por lo tanto en el aparato gastro- /
intestinal. Los carbohidratos alimenticios ingeridos comienzan a
hidrolizarse por la accién de la Amilasa salivar; pasan luego intae- -
tos por el estémago y reciben luego el influjo decisivo de las amila-
sas del pancreas y del jugo intestinal que los desdobla hasta los
términos de glucosa, fructosa, galactosa y pentosas; todos estos mo-
nosacéridos son quemados o utilizados para la sintesis de materias
diversas en el interior del organismo y mediante la accién insusti-
tuible de las Diastasas. Las grasas comienzan a hidrolizarse en el
estOmago pero en muy pequefia proporcién porque la Lipasa gés-
trica, como todas las Lipasas, apenas si actiia en-medio 4eide; el
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desdoblamiento principal tiene lugar en el intestino delgado y con
el concurso de la Lipasa del pancreas; los dcidos grasos liberados
de este modo, son reabsorbidos lo mismo que la glicerina ; y una bue-
na parte de las grasas es sintetizada inmediatamente a beneficio de
la reversibilidad de la acci6n de las Lipasas; los 4cidos grasos no em-
pleados en esta sintesis son oxidados progresivamente (f—oxida-
cion de Kwnoop, &—oxidacién de VERKADE) con el concurso de
diversas dehidrasas. En cuanto se refiere a las Proteinas la hidro-
lisis progresiva tiene lugar mediante la accién de Diastasas diver-
sas y conduce a cuerpos sucesivamente més sencillos hasta llegar al
final de amino-acidos; en el estémago act@ia la pepsina en medio
4cido (la rennina o Fermento-Lab sirve prineipalmente para la coa-
gulacién de la leche y para su ecomienzo de hidrolisis) y las Pro-
teinas se cambian en Peptonas que son de arquitectura molecular
mucho méas sencillas que las de aquéllas pero todavia bastante com-
plicada; en el duodeno comienzan ya a actuar los otros fermentos
proteoliticos; principalmente la Tripsina activada por la Enteroki-
nasa (Triptasas) que desdobla a las Peptonas paséndolas a albumo-
sas y a polipéptidos que son cuerpos mucho mas sencillos ; sobre ellos
actian las Peptidasas (Ereptasas) ya conocidas y que existen en
¢l intestino : Dipeptidasa, Aminopolipeptidasa y Carboxipolipeptida-
sa; todo se resuelve finalmente en una mezcla de Amino-4cidos
que son absorbidos y que se utilizan luego en parte para recons-
truir nuestras propias albiminas; diez de estos 32 amino-acidos
son absolutamente indispensables y es necesario que existan en
las Proteinas alimenticias porque nuestro organismo es incapaz, a
lo que parece, de elaborarlas por sintesis intraorgénica: Triptéfa-
no, Histidina, y Fenilalanina, entre los ciclicos; Lisina, Leucina,
Isoleucina, Treonina, Metionina, Valina, y Arginina entre los aci-
clicos (ROSE) ; nosotros no somos de esta opinién como ya demos-
tramos hace tiempo (J. GIRAL).

La accién reciproca de Fermentos y Hormonas se manifiesta en
muchos casos, algunos de los cuales vamos a considerar. La forma
inactiva de la Calicreina (de Kalikreas Pincreas; Padutina; An-
gioxil) que es una hormona hipotensora, se logra activarla en la
sangre por la presencia de Fermentos proteoliticos, especialmente
Papaina. La existencia de Histidina en la orina de mujeres emba-
razadas la atribuye KAPELLER-ADLER a la insuficiencia de accién

. de Histidasa del higado. La catalasa de la sangre y de los érea-
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nos es activada considerablemente por la tirosina y disminuida en
su accién por tiroidectomia; también la hormona tiroidea activa
la accion de las Triptasas y HEreptasas asi ecomo las de todas las
Dehidrasas u Oxidasas; no en valde se ha dicho que la gldndula
tiroide es el fuelle de las oxidaciones intraorginieas; en cambio
ejerce una accién paralizante sobre las Lipasas de diverso origen
(Péancreas, Higado, Placenta, ete.), quizd porque se une la Hor-
mona al Fermento.

Una de las acciones més interesantes sobre Fermentos es la de
la Insulina y reciprocamente. Precisamente la sensibilidad que
tiene esta Hormona para las Proteasas es tan grande, que las difi-
cultades primeras de su obtencién radicaban en ella. Descompo-
nen e inactivan a la Insulina, principalmente la Pepsina, la Pa-
paina y la Catepsina; en cambio las Peptidasas apenas modifican
la actividad de la hormona. Se ha supuesto que el motivo de la
accién de estos Fermentos proteoliticos estd en el ataque que
hacen a la parte albuminoidea de la molécula de Insulina porque
también se comportan aquellas Diastasas de modo idéntico con otras
Proteohormonas tales como las de ]a Hipéfisis y las de los eorptseu-
los epiteliales. :

La Acetileolina va acompafiada s1empre de Fermentos a los
cuales posiblemente, mis que a la Hormona misma, se deba su
accion farmacolégica; puesta en presencia de la colesterinasa esta
Diastasa envenena definitivamente a la Hormona. En general las
Hormonas pierden toda su eficacia cuando sé administran por via
oral porque los fermentos dlgestlvos las destruyen completamente
esto sucede p. e. con la Adrenalina y con la Insulina. Con la ace-
tileolina se llega hasta el extremo de ¢ ser muy activa en inyeceién
intravenosa y muy poco si la myeecmn es subcuténea o mtramus-
cular. : =

La influencia més extendida de Hormonas sobre Fermentos la
encontramos en todo el proceso de la glucolisis y de la glucoge-
nesis en el cual intervienen muchas Diastasas y bastantes Hormo-
nas; en primer lugar la Insulina y luego la triada horméniea’:
Tiroideas, Hipofisarias y Cromafiricas (Adrenalina principal-
mente). La primera reduciendo el indice glucémico de la sangre
y las segundas actuando en sentido comtrario. Mas adelante nos
ocuparemos con detalte de estas influencias.” Los ejemplos de aeei6n
reciproca de Fermentos y Vitaminas:son:también muy interesantes.
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Algunos Fermentos tienen una constitueién quimica muy parecida
a la de .clertas ‘Vitaminas y probablemente: se originan in vivo-a
partir:de ellas; asi la Cocarboxilasa que es el ester difosforico de
la vitamina ‘B (Aneurina, Tiamina) unido a una proteina espe-
cifica; el Fermento amarillo de Warburg que es un cromoproteido
cuyo grupo prostético es un ester fosférico de la flavina (es pro-
teina -+ PO,H; 4 Vitamina B,) y se origina a partir de ésta por
fosforilacién mediante otro fermento, la Fosfatasa, con la colabo-
racién de la Hormona suprarrenal. Es un caso tipico de relaciéon
genética estrecha éntre un Fermento (el amarillo), una Vitamina
(la'B,) y una Hormona (la Adrenalina) con la colaboracién de
otro  Fermento (la Fosfatasa).

Pero el caso de méis extensa accibn de una Vitamina sobre di-
versos Fermentos lo tenemos en la vitamina C o Acido aseérbico.
Actua sobre las Proteasas (Catepsina, Papaina, y Arginasa prin-
clpalmente) deteniendo su actividad encimitica por la intensa
propiedad reductora que posee la Vitamina C, la cual es conside-
rada como un transportador de hidrégeno y un catalizador en las
6xido-reducciones intraorginicas. También paraliza la accién de
las Carbohidrasas especiales de la accién inhibidora. del 4cido de subs-
tancias reductoras impide esta accion 1nh1b1d0ra del acido ascor-
blco sobre la’ am1lohs1s diastésica. Sobre la esterasa de la sangre
ejerce una accién construetiva en el sentido de aumentar su
eantldad por la inyeccién de Vitamina C; y hasta se supone que
sea el provemtor 0 precursor de la parte activa (Agén) de esa es-
terasa. La misma aceién ejerce sobre la Catalasa. Con los amino-
Acidos ‘se ‘comporta como una verdadera Aminoicidodesaminasa
(catahzador de oxxdamon y de desaminaciéon). Digamos también
que esta vitamina C a su vez puede ser deshidrogenada y, por lo
tanto, desactivada, por la accién de un Fermento (la Acido—ascor-
bwoandasa) que se. encuentra en ciertos tejidos vegetales; analoga
accion e;;ercen clertos microorganismos patégenos como el Bacilo
paratlflco B.

La Vltamlna B, ejerce una decidida acci6n favorable a la se-
crec;on, deL;pasa y de Tripsina pancreitica. La A estimula la
secreeion gastrica principalmente la formacién de 4cido eclorhidri-
0. Lia Vitamina D favorece, en: cambio: la produccién de ecata-
lasa sanguinea y de Fosfatasa muscular.
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~ Aun debemos mencionar la accién de Fermentos sobre Pig-
‘mentos naturales; y muy especialmente sobre los respiratorios. En
realidad la accién de unos y otros es eonjunta y simultdnea hasta
el extremo de ser muy dificil la diseriminacién. El Citocromo, el
Fermento amarillo, la Hemina-Fermento y aun la propia Catalasa
son buen ejemplo de ello; Pigmentos y Diastasas deshidrogenantes
a la vez. De su accién tendremos ocasién de ocuparnos extensa-
mente méis adelante. Afiadamos todavia dos fermentos (la Caro-
tinasa y la Clorofilasa) que tan decisiva influencia tienen sobre
Pigmentos tan conocidos e importantes como son los Carotinoides
v lag Cloréfilas.

Esta correlacién y dependencia entre Fermentos, Hormonas y
Vitaminas es actualmente objeto de estudio en laboratorios de in-
vestigacién de muchos paises. Y no es extrailo que continuamente
se descubran parentescos de estructura quimica y de génesis y
herencia entre estas tres clases de compuestos.

APLICACIONES DE LOS FERMENTOS

La aplicacién préctica mas importante de las Diastasas estd en
la llamada ‘‘Industria de Fermentacién’’. No existe ningiin pue-
blo ni pais (salvaje, barbaro o civilizado) que no utilice en una
u otra forma, y con primeras materias diversas, la Fermentacion
del azficar para producir alcohol. El zumo de la uva, que tiene
glucosa y levulosa, ambas fermentescibles, es una de las primeras
materias empleadas desde los tiempos biblicos; su transformacién
(por los propios fermentos que el mismo zumo de uva tiene) en
alcohol y anhidrido earbénico que se desprende, determina el cam-
bio del citado zumo en vino. El proceso es perfectamente conocido
‘en la actualidad y en una de las dltimas conferencias de este cur-
sillo, nos ocuparemos extensamente de él; entonces veremos la
extraordinaria- complejidad de esta Fermentacién aleohélica. En
lugar del zumo de la uva pueden emplearse otras diversas primeras
materias como son todas las féculas, que se hidrolizan prime-
ramente por aceién de ciertas Amilasas para transformarse en
glucosa la cual fermenta después; las patatas, el arroz, el trigo,
la cebada, el maiz, la tapioca, el casabe, el fiame, la pita, ete., pue-
den citarse, entre otras muchas materias amilaceas; las melazas
de azficar; y la propia celulosa y el serrin de madera se hidrolizan
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también, aunque mas dificil y lentamente, y los liquidos resultan-
tes son fermentescibles. Es objeto ya de original explotacién in-
dustrial, la madera para producir azicar (glucosa), aleohol y gli-
cerina utilizando en todos los procesos la accién insustituible de
Diastasas diversas.

En otros casos el proceso de fermentacién alcohélica tiene lu-
gar sobre materias especiales y se logran las bebidas mas diversas:
Pulke, Chicha, Tecala, Arrak, Ron, ete. Compartiendo la impor-
tancia con el vino y superandola en muchos paises, estd la cerveza
que es también producto de fermentacién alcohdlica de la glucosa
producida en hidrolisis (por la maltasa) de la fécula de cebada
germinada. Y aun podemos ciertos frutos cuyos zumos son tam-
bién fermentescibles; tal p. e. el de la manzana que produce la
sidra, el de la pera, ciruela, ete.

Las leches de ciertos animales son susceptibles de fermentar
transformindose su lactosa en Acido lictico; tal es el origen del
Kefir y del Kumys de las estepas rusas; y del yughurt bialgaro.
El aleohol, a su vez, puede experimentar la fermentacién acida y
transformarse en acido acético; o el vino en vinagre que es lo
mismo. Tiene también su importancia industrial.

Otro grupo importante de industrias de Fermentacién es la
Panadera. Las harinas utilizadas fermentan cuando se amasan con
agua en presencia de Diastasas (Levaduras); fermenta la fécula
de aquellas desprendiéndose anhidrido carbénico que hincha la
masa y la hace porosa (pan); fermentan también las Proteinas
constitutivas del Gluten de las harinas produciendo amino-acidos
y otros cuerpos. Los medios oxidantes favorecen las recciones dias-
tasicas de la panificacién; pero también los reductores como el
acido ascérbico o Vitamina C porque impide la actividad proteo-
litica dejando intacto el gluten en tanto que la fécula fermenta
normalmente.

La acciéon de las Esterasas es también objeto de aplicacién in-
dustrial. Como agentes lipoliticos que son, producen la hidrolisis
de la materias grasas desdoblandolas en los acidos grasos y la gli-
cerina, que son sus componentes; los primeros utilizindolos para
fabricar bujias; y unidos a &lcalis para constituir jabones; la gli-
cerina es de aplicaciones diversas y principalmente se emplea para
nitrarla y obtener dinamita. La sola mencién de estos nombres
nos recuerda su importancia extraordinaria, la de las grasas gene-
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radoras y la de las Diastasas que provocan su produceién y su
transformacién. También se emplean preparados de Lipasas para
aclarar y purificar las aguas residuales de lavado (de ropas, la-
nas, ete.). Las industrias textil, del papel y del curtido de pieles
utilizan también procesos fermentativos; asimismo las de produe-
cién de acido citrico, jaleas y almidones.

He aqui algunos datos estadisticos tomados del excelente libro
de K. Bermavrr (Garungschemisches Praktikum.—2* edieibn) -pu-
publicado este mismo afio, y referentes a Alemania:

La Fermentacién alcohdlica industrial esti valorada en total en doce mil
millones de Marcos, de los cuales corresponden cinco mil ochocientos a los 200
millones de cerveza fabricados al afio; cinco mil doscientos millones a los
900 millones de hectélitros elaborados de wino, y mil millones a los 20 millones
de hecfélitros de aleohol industrial para usos de calefaccitn, alumbrado y
fuerza motriz. Como producto derivado de dicha fermentacién estd la Glice-
rina, de la eual se obtuvo (por Fermentacién) méis de mil toneladas durante
la pasada guerra mundial. '

La Fermentacién aceténica-Butandlica produjo diez mil toneladas de Ace-
tona y més de cuarenta mil toneladas de alcohol butilico al afio (todos los da-
tos son por afio) con un valor de mis de 60 millones de marcos oro; dichos
liquidos son disolventes de nitrocelulosa y de lacas y se emplean para fabri-
car pélvoras plasticas y barnices.

La Fermentacién acética produjo el 40% del total de 4cido acético fabri-
cado (otro 30% lo dib la destilacién de la madera y 30% los métodos sintéti-
cos) o sean 108.000 tomeladas. Se utiliza como condimento y para fabricar
esteres diversos que sirven para fabricar peliculas cinematograficas, lacas, ete.

La Fermentacién ldctica rindis 6,000 toneladas del 4cido. Casi una cifra
jgual se produce en Norte-América. Se usa el 4cido lactico en la industria
textil y en la de pieles aparte de su empleo em preparados alimenticios y be-
bidas.

La Fermentacién citrica produjo 8,000 toneladas contra 5,000 en Norte-
Ameérica; (usos farmacéuticos, industria de resinas artificiales, tintoreria, ete.).

La Levadura de cerveza premsada para uso en panaderia, ete., rindié 55,000
toneladas. La obtenida eomo residuo en la fabricacién de cerveza y empleada
como alimento de ganado, alcanzé la cifra de 100.000 toneladas (en seco).

La Saponificacion de grasas mediante Esterasas es incaleulable; solamen-
te del aceite de Palma, hidrolizado por esterasa del recino, se beneficiaron
429 toneladas que produjeron 28,5 t. de glicerina, 410 t. de 4eidos grasos y
33 t. de residuos diversos.

El empleo de Diastasas en los laboratorios tiene también ejem-
plos interesantes. Tal es el de la Ureasa, que sirve en anélisis
quimico para las determinaciones cuantitativas de urea, sobre cu-
yo cuerpo actia hidrolizdndolo y transforméndolo en carbonato
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aménico (en anhidrido earbénico y amoniaco, en medio alcalino) ;
el amoniaco producido se valora después volumétricamente. De
modo andlogo se utiliza la levadura de cerveza para determinar
la cantidad de glucosa existente en una orina, midiendo el volu-
men de anhidrido carbénico desprendido en la fermentacién de
azticar. Un método para la determinacién del coldgeno en los teji-
dos animales, estd fundado en ser inatacable por la tripsina aquél,
en tanto que estos son facilmente proteolizados (y por tanto solu-
bilizados) por la accién del citado fermento. En la practica de
desdoblamiento de muchos protéidos (niicleo y eromoprotéidos)
por diastasas diversas estd fundada la separacidn, aislamiento y
purificacién de muchos prinecipios de gran interés bioquimico (4ci-
dos nucléinicos, bases puricas, y pirimidinicas, grupos prostéticos
cromaticos y cromoégenos, ete.).

No menos interesante es la aplicacién de los Fermentos para el
diagnéstico clinico de ciertas enfermedades. Las oxidasas se en-
cuentran en los mielocitos y también en los monocitos pero estian
ausentes en los linfocitos; los casos agudos de leucemia pueden diag-
nosticarse precisamente fundindose en la proporcién en que se
encuentran los mielocitos y los linfocitos en la sangre. La investi-
gacién de ésta en las heces, en la orina o en el contenido gastrico
estd fundada en la existencia de peroxidasa conjuntamente con la
sangre; afadiendo a ella un peréxido (generalmente agua oxigena-
da) y una materia capaz de dar un colorante por la accién del
oxigeno liberado al poner en contacto la peroxidasa y el peréxido
(tintura de guayaco, bencidina, piramidén, ete.) se produce una
coloracién intensa gerieralmente azul. La reaccién de ABDERHAL-
DEN, para el diagndstico precoz del embarazo estd fundada en la
existencia de fermentos de defensa en la sangre, como ya vimos
anteriormente. La medicién del poder diastdsico (amilolitico) de
la orina ayuda mucho para el diagnéstico de las enfermedades
pancreaticas; la cifra normal de 64 unidades por c. ¢. de orina a
33° se encuentra considerablemente aumentada en las pancreati-
tis y muy especialmente en la necrosis pancreitica. IL.a Fosfatasa
del suero de la sangre esti muy fuertemente aumentada en el ra-
quitismo. La determinacién del poder diast4sico de muchos fer-
mentos es también un gran auxiliar en la clinica; citemos no mas
el de la pepsina géastrica y el de la Tripsina intestinal. En Histo-
logia son también de gran aplicacién algunas reacciones diastési-
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cas; la tan conocida de ScHULTZE, o reacciéon de las oxidasas tie-
ne el mismo fundamento que la empleada para diagnosticar las
leucemias; los leucocitos granulosos o los mielocitos contienen oxi-
dasas, y puestos en presencia de una mezela de parafenilenodiamina
y de a—mnaftol se produce un indofenol blanco que pasa a azul
por el oxigeno activo liberado por la oxidasa; se produce también
la reaccién con las células de las terminaciones nerviosas y con
los musculos y puede llevarse a cabo con tejido fresco o en cortes
por congelacion o fijados con formol, porque la reaccién no tiene
cardcter vital. El mismo fundamento tiene la reaccién de KrEi-
BICH variando solamente en el reactivo empleado que ahora es una
solucion de adrenalina, la cual se colorea en negro (de melanina)
por el contacto de las granulaciones de las células eosinéfilas, y en
pardo con los leucocitos neutrdfilos.

Las aplicaciones de fermentos en Terapéutica son bien conoci-
das, muy especialmente las de los gastrointestinales; todos ellos
son Diastasas de origen animal. Pero también se emplean las ve-
getales como la Pepsina, Bromelina, Celulasa. De aplicacién mo-
derna podemos citar los preparados de Histaminasa para la cura-
ci6n de los estados alérgicos; la Lipasa hepitiea para la cirrosis
del higado. En Dermatologia se emplean preparados de polvo
seco de pancreas para la curacién de fortnculos, exantemas y que-
maduras. Citemos, finalmeste, el uso de Diastasas diversas (Mal-
tasa, Takadiasa, Pancreatina) en la curacién de la Diabetes; su
accién hipoglucemiante es debida probablemente a ciertos cuerpos
que la acompafian y que son de constitucién parecida a la insulina.



PARTE DESCRIPTIVA

SISTEMATICA

La clasificacion de los Fermentos aceptada generalmente es la
"debida a C. OPPENHEIMER, e! gran tratadista aleman de estos cuer-
pos; la consignamos a continuacién. Estd fundada en la accién
quimica que ejercen las Diastasas; con arreglo a ella, se dividen
en dos grandes grupos: Hidrolasas y Desmolasas. Las primeras
ejercen como su nombre indica, una accién hidrolitica sobre los
cuerpos de los tres grupos fundamentales de principios inmedia-
tos: Grasas (Lipidos), Carbohidratos (Glicidos) y Albumindides
(Prétidos) ; el substrato esta siempre, como se ve, formado por
moléculas de largas cadenas las cuales se excinden por el proceso
diastésico y el cuerpo se resuelve en otros méis sencillos. En este
gran grupo figuran todos los Fermentos que intervienen en la di-
gestién de nuestros alimentos y la casi totalidad de los que tienen
usos y aplicaciones industriales.

El grupo de las Desmolasas comprende a las Diastasas que ejer-
cen una accién deshidrogenante u oxidante sobre substratos de
sencilla arquitectura molecular procedentes en su mayoria de las
hidrolisis llevadas a cabo por las Hidrolasas, y a los cuales trans-
forman, en definitiva, en anhidrido earbénico y vapor de agua;
pasando por cuerpos intermedios o no, seglin se trate de procesos
anoxibibticos u oxibi6ticos.

Hemos querido conservar la clasificacién tal y como la esta-
blecié su autor hace ya varios afios. En la actualidad seria nece-
sario retocarla afiadiendo, entre las Esterasas, a la Colesterinasa
y a las Lecitasas; a las Coencima y Codiastasa entre las Codehi-
drasas; al Fermento amarillo, al respiratorio y al citocromo entre
las dehidrasas; creando €l grupo de las aminoacidodehidrasas (Oxi-
dodesaminasas) y el de las Diastasas de la glucolisis aleohdlica y
anerobia (Fosfatasas, Fosforilasas, Zimoexasa, Hemoquinasa, Oxi-
somerasas, Cacarboxilasa, Dismutasas, Glicolasa, Glixolasa). Fi-
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nalmente debiera consignarse la tnica Diastasa de sintesis, la
Carboligasa de NEUBERG, aunque su existencia sea discutida por
algunos investigadores.

CLASIFICACION DE FERMENTOS SEGUN
C. OPPENHEIMER

FERMENTOS HIDROLASAS SUBSTRATO
I—ESTERASAS:
Lipasas:
Zoolipasas. ... v ..., Grasas. — Esteres de A4cidos
Fitelipasas ... i 000 grasos.
sRgsfalasasi Sanas. s, S Esteres fosféricos. — Glicero-
fosfatos. — Nucle6tidos.
Pabasa Lt o Fitina.
Sulfatasas (Complejo)........... Esteres sulfiricos.
Hanasaads & g Tanino de tipo ester.
Clorofrlasa ... .. .. .0 L Clorofila.

II.—CARBOHIDRASAS (Sacaridasas) :

Hexosidasas:
o—Glucosidasas (Maltasa,
Trehalasa) ............ Maltosa. Trehalosa.
B—Glucosidasas (Celoblasa.
Genciobiasa) ........... Celo y Genciobiosas.

o—Galactosidasas (\Jehblasa) Melibiosa.
B—Galactosidasas (Lactasa).. Lactosa.

o—Manosidasa ............n o—Manosidos.
p—Fructosidasa (Sucrasa. — PB—Fructésidos.—Sacarosa.
((Saearasa) ............. s :
Tioglucosidasa ...... vevsseoes Glucésidos senevolicos.

Poliasas (Polisacaridasas) :

Amilasas ot T . Almidén.
@elulasas im0 0 g Celulosa. — Liquenina.
Tmmlagas the e vl . Inulina.
Xelanasay 00 0 .. Xilana,
Peetinaga wiie: it cns.5s Pectina.
Nucleasas (Complejo)........... Acidos nuclénicos.

IIT.—AMIDASAS:

Acidamidasas (Ureasa, Hlpurl- Urea. — Derivados benzoilados

casal it ol Dol de amino-4cidos.
Asparraguinasa .............. Asparraguina.
Purinamidasas .............. Adenina. — Guanina.
ApormaRai o s Arginina.
Histidasaesn siiae e e Histidina.

Fosfamidasas (Fosfatasas).... Fosfiageno.



FERMENTOS
IV.—PROTEASAS:

Ereptasas: (Peptidasas):
Dipeptidasas
Aminopolipeptidasas
Carboxipolipeptidasas
Prolinasa

.................. .

Proteinasas:

Pepsinasas

Triptasas

Bapainasas. ool
(Catepsina. — Papaina. — Pro-
teasas de la levadura y de las
semillas).

DESMOLASAS
[—DEHIDRASAS:

Aldehidasas:

Acetaldehidasa
Metilglioxaldehidrasa
Glucolasa (de NEUBERG)
Glucosadehidrasa
Alcoholdehidrasa:

Acidodehidrasas

Sucinodehidrasa
Malicodehidrasa
Léacticodehidrasa
Citricodehidrasa,

Oxalicodehidrasa
Oxibutiricodehidrasa
Acetodehidrasa

Purinodehidrasas:

Xantinodehidrasa
Uricasa
Alantoinasa,

Fenoldehidrasas :

Tirosinasa
Polifenoldehidrasa
Peroxidasas

II—OXTIDASAS:

Hemina-Fermento de W ARBURG.
Indofenoloxidasa de KEILIN.

Ferm. 5
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SUBSTRATO

Dipéptidos (econ NH, libre).

Polipéptidos Id.

Polipéptidos (con COOH id.).
Prolinopéptidos ‘Id
Protaminas.

Cation proteico.

Anion proteico.

Proteinas sin carga eléctrica
(en el punto isoeléctrico).

Hidrato de acetaldehido.
Hidrato de metilglioxal.
Hexosa-fosfatos.
Hidrato de glucosa.
Alcohol etilico.

Acido sucinico.
Acido malico.
Acido lactico.
Acido eitrico.

Acido oxalico.
Acido B-Oxibutirieo.
Acido acético.

Xantina.
Acido frieo.
Alantoina.

Tirosina.
Polifenoles.
Polifenoles con H.0,.
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IIL—FERMENTOS ACCESORIOS DE LA DESMOLISIS:

Hidratasas:
TUMAFASD s cii ol Acido fumArico.
Aldehidomutasa ............. Acetaldehido.
Cetoaldehidomutasa (Glio xa-
asad el i Metilglioxal.
CarboTASAS: io i oo e oe il cmninieis Acidos o-Ceténicos.
@atalasas: ... n S st Per6xido de hidrégeno.

IV—CATALIZADORES INTERMEDIOS DE LA DESMO-
LISIS:

Activadores de la dislocacién del aziicar:

Cozimasa: Acido adenilico, Mg. y Fosfato.
Transportadores de hidrégeno:

Tioles (Cistina, Glutation, ete.)
Substancias quinoides (Piocianina, Adrenalina, ete.)
Colorantes pirrélicos (Citoeromo, Metahomoglobina).
Cuerpos derivados de azficares (Acido eseérbico, Metilglioxal).
Citoflavinas de SZENT-GYORGY.

Consideremos algunas de las de mayor interés, comenzando

por las

HIDROLASAS

EsTtErASA.—Son las que ejereeén aceibén sobre los esteres en ge-
neral, rompiendo el enlace R—CO—OR’ de sus moléculas, en pre-
sencia del agua, y regenerando el 4cido R—COOH y el aleohol
R'—OH que entraban a formarlos. En virtud de su reversibilidad
pueden recomponer los esteres a partir del &cido y del aleohol ;
la accién, por lo tanto, conduce siempre a un equilibrio quimico
y es limitada; al ocuparnos de la reversibilidad de las acciones
diastésicas, nos hemos referido principalmente a las esterasas por-
que son los Fermentos en donde se ofrece con més frecuencia e
intensidad esta propiedad. También ofrecen una especificidad
6ptica, o mejor dicho estereoquimica, la cual depende de la exis-
tencia de carbonos asimétricos en la molécula del &cide integrante
del ester; el caso no se da con las Lipasas corrientes porque los
4cidos formadores de los esteres del substrato son los llamados
4dcidos grasos (de 12 a 18 Atomos de carbono, saturados y de ca-
dena lineal) que no poseen carbonos asimétricos. Pero puede ofre-
cerce con el acido ricinoleico que es un acido-alecohol o con aque-
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llos que tienen doble enlace y poseen isomeria cis y cis-trans (oleico,
linoleico, ete.); y también con las lecitinas (Lecitinasa) como ve-
remos mas adelante. En donde méas se ha estudiado esta espeecifi-
cidad estereoquimica ha sido en los esteres del Acido mandélico:

I
¢, H,—C—CO0H
OH

habiéndose podido aislar los compuestos de adsorcién de la levo-
ester-esterasa y de la dextro-ester-esterasa a partir del ester mandé-
lico racémico.

En general se reserva la denominacién tipica de Esterasas a
las que hidrolizan a los esteres formados por aleoholes y acidos de
pequeflo nimero de 4tomos de carbono (butirato de etilo p.e.) En
cambio se llaman Lipasas a las que hidrolizan a las genuinas subs-
tancias grasas, que son mezclas de esteres de la glicerina formados
por acidos grasos que tienen de ordinario de 12 a 18 Atomos de
carbono; estas son las que se encuentran o vierten en el tubo in-
testinal humano. Las principales son la del higado, la del péan-
creas y las de la sangre. La diferencia fundamental entre las dos
primeras reside en su comportamiento frente a ciertas substancias
consideradas como paralizantes de la accién diastisica y algunas
de las cuales son agentes terapéuticos muy conocidos y empleados;
he aqui un cuadro comparativo que lo demuestra:

Atoxil Quinina | Leueil- | Tributi- | Butirato |Dextrolevo-man-

glieil- rina de metilo delato de
glicina metilo
Lipasa Resis-| Sensi- | Activa- |Fécil hi| Dificil |Producto de hi-
pancreatica | tente ble dor drolisis | hidrolisis | drolisislevogiro
Lipasa Sensi-| Resis- | Sin in- | Dificil | Fé#ecil hi- |Producto de hi-
hepatica ble tente flujo hidro- drolisis drolisis dex-
lisis trogiro

Las Fosfatasas actGian sobre muy diversos esteres fosféricos,
separandoles su acido fosférico; dichos esteres pueden ser muy va-
riados: de la glicerina, de los azficares, de la adenina, de la crea-
tina, de los nucleétidos, de las lecitinas, de la fitina, ete. De ordi-
nario se llaman simplemente Fosfatasas o Hexofisfatasas a las que
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ejercen su accién sobre los esteres fusféricos de los monosacaridos
(Glucosa y Fructuosa principalmente), Glicerofosfatasas a las que
lo hacen sobre los acidos glicerofostéricos, Fosfatesas o Fosforilasas
a las que especialmente fosforilan o desfosforilan a los compues-
tos adenilicos del mtseulo transportando a la glucosa sus grupos
fosféricos (de ellas se conocen: simplemente Fosfatesas, Pirofos-
fatesas, Adenilpirofosfatesas, ete.); por su accién transportadora
y reversible se dice que ejercen una ““Trams—esterificacion’’ y aun
se distinguen entre ellas las Heterofosfatesas que activan el paso
del resto fosférico a la glucosa; se denominan Lecitinasas a las
que acttian sobre Lecitinas, Fitasa a la que lo hace sobre la Fitina
(sal calcico-magnésica del ester fosférico de la inosita) ; y Nucleo-
fosfatasas las que hidrolizan a los Nucledtidos (PO, H, - Pentosa
+4 Basa plrica o pirimidica) separindoles su &cido fosférico y
reduciéndoles a nucleosidos. Todas las Fosfatasas se activan por
el ion magnesio. A continuacién consignamos un cuadro debido a
Kav (1936) con un intento incompleto de clasificacion de Fosfatasas.

CLASE SUBSTRATO EJEMPLO
DE DIASTASA HIDROLIZADO DE SUBSTRATO
Fosfomonoesterasa Monoesteres del| Glicero, Fenil y Metil-
PO,H, incluso los Nu- | fosfato. —Adenina-nu-
cledtidos: clestido.—Acido dihi-
R—0—PO(OH), droxiacetona-fosférico.
et Diesteres del PO,H, | Digliceril, Difenil, Di-
(RO), PO(OH) etilfosfato.
Plrofosfatasas """""""""" Diesteres y sales del | Difenilpirofosfato Pi-
P.O.H, rofosfato sédico.
(RO),=(P0):0
(OH).
S m Sales del PO,H Metafostato sédico.
F0sfqm1dasas VVVVVVVV Acidos aminofosféri- | Fosfoereatinas
cos sustituidos en N:
NHR—PO—(OH),
Le(ltm%sa ----------------------- I:eticina, Cefalina, Le- | Posible clasificacion
citinas sintéticas, ete. | Fosfodiesterasa
Fl'msa -------------------------- i;itina Fosfomonoesterasa '
Adenilpirofosfatasa “Adrenilpirofosfato Pirofosfatasa
i Hexosadifosfatasa I‘é‘rmentacién de Fosfomonoesterasa
Hexosadifosfato
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La influencia del valor de Py y del ion magnesio, se expresa
por €l mismo autor en el cuadro siguiente, exclusivamente de Fos-
fomonoesterasas:

CLASE ORIGEN Py OpriMO  Acoi6N DE Mg~
1 Rinén-Hueso-Pulmén-Plasma-Leucocitos- 9—10  Activante
Glandula mamaria, ete.
2 Higado-Pancreas-Rifién-Bazo, ete. 4/5—5 No activante
3 Takadiastasa (vegetal) 3—4 Activa la hidrohi-

gis de q-Glicero-
fosfato y parali-
za la del B-Glice-
rofosfato

4 Eritrocitos del mamifero. Levadura? Activante

Puede obsevarse la diferencia de valor de P, debida prinei-
palmente a la influencia de las Proteasas (Pepsina, Tripsina) que
generalmente acompafian a las Fosfomonoesterasas; y también el
influjo caracteristico del ion magnesio que es diferente en medio
acido (inhibente) que en medio alealino (activante). Todas estas
Fosfatasas son isodinamicas; y es curioso e interesante que la ac-
cion de muchas de ellas puede suplirse por la del hidrato de 1an-
tano (BAMANN).

Las Lecitinasas o Lecitasas hidrolizan a las Lecitinas. Pero eo-
mo éstas son de composicién compleja, puede hacerse el desdobla-
miento gradual con intervencién de diferentes diastasas de esta
clase. Lios cuerpos integrantes de las Lecitinas normales son Gli-
cerinas, Acidos grasos, Acido fosférico y Colina:

CILO—COR
|
CHO (PO)—0—CH,—CH,—NZ (CH.),
1 NoH

CH,0—COxr’

y su hidrolisis diastisica puede representarse del modo siguiente
segin BELFANTI (1936) :
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Lecitina

Acido graso ]K/\

-} Lisocitina

Acido graso 4 Ester glicerofos-
férico de la Colina

[

4
Lecitinasa B E
Colinfosfatasa

Acido glicerofosférico - Colina

Glicerofosfatasa

icering cido fosforico.
Gl + Acido fosfér

Las Lecitasas A y B son genuinas Lipasas; la A separa de la
Lecitina solamente la molécula de acido graso no saturado (Oleico)
que contiene; el producto residual se llama Lisociting y es tam-
bién originado por la accién del veneno de serpiente cobra sobre
la Lecitina; esta Lisocitina tiene un extraordinario poder hemoli-
tico. Lia Lecitasa B actfia sobre ella, o directamente sobre la Leei-
tina, produciendo una hidrolisis més completa, con separacién ab-
soluta de las moléculas de acidos grasos. Sobre el ester glicerofos-
férico de la colina actGia luego la Colinfosfatasa desdoblindole en
sus componentes; finalmente sobre el &cido glicerofosforico asi
producido ejercen su accién las genuinas Glicerofosfatasas para es-
cindirlos en glicerina y 4cido fosférico. Las otras Lecitinas (Es-
fingomielinas, Frenosina, Cefalina, etec.) se comportan de modo
analogo.

La Colinesterasa es la Diastasa hidrolizante de los esteres de
la Colina (CH,), = ll\"——CHz—O—-R en donde R puede ser cual-

OH

quiera de los radicales 4cidos siguientes: Acético, propiénico, bu-
tirico, piravico, fosférico, ete.); es de extraordinario interés bio-
gquimico y se encuentra en la sangre, masa encefalica, misculo car-
diaco y mucosa intestinal; es reversible en su accién y pueden,
mediante ella, sintetizarse los esteres de la colina. Su propiedad
caracteristica es la gran sensibilidad que tiene para los alcaloides
del haba de calabar (Fisostigmina y Eserina) que paralizan su
accién a dosis de centésimas de miligramo. La hidrolisis que lleva
a cabo sobre la Acetil-Colina es muy importante porque esta subs-
tancia es muy hipotensora y ejerce normalmente esta aceién en
nuestra economia.

La Colesterinasa forma parte de las Lipasas de la sangre y su
accién es reguladora del equilibrio: Colesterina = Ester. La Coles-
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terina, que es un aleohol, existe libre y se esterifica con 4cidos
grasos en el organismo humano; estos esteres son hidrolizados por
la citada diastasa pero también son formados con su econcurso por-
que es de accién reversible. Tiene, por lo tanto, gran interés en
el metabolismo colestérico.

Las sulfatasas hidrolizan a los esteres sulfdricos, que son muy
pumerosos y estdn muy repartidos en el organismo animal; son
reversibles, y por lo tanto, sintetizantes, y no se activan sino que
se inhiben por el ion magnésico. Constituyen un grupo homdgeno,
del cual distinguen, NEUBERG y sus colaboradores, las siguientes:
La Fenolsulfatasa que actiia sobre los esteres sulfiiricos de los fe-
noles; existe en todos los tejidos animales y también acompafia a
la Takadiastasa del arroz. La Condrosulfatase que libera el acido
sulfirico de su unién con Carbohidratos en los Glucoprotéidos;
no se ha encontrado més que en ciertas bacterias y es capaz de
hidrolizar a los 4cidos condroitinosulfarico de los cartilagos y
mucoidinosulfirico de las mucinas produciendo &cido sulfdrico
y condroitina o mucoidina, respectivamente. La Mirosulfatasa for-
ma parte del sistema diastisico llamado Mirosina que existe con-
juntamente con ciertos glucedsidos sulfurados complejos como la
Sinigrina o Mironato potésico; contribuye a la hidrolisis de éste
en glucosa, alilsenevol y bisulfato potésico; también existe en la
semilla de mostaza y en ciertos tejidos animales (miseulo, higado).
Las Sulfatasas como es 16gico intervienen activamente en el meta-
bolismo de los compuestos de azufre.

La Clorofilasa no es propiamente una esterasa porque ejerce
una aleohdlisis (aceién del alecohol y mo del agua) més bien que
una hidrolisis. Actfia sobre las clorofilas desdobldndolas en Fitol
(que es su alecohol componente) y clorofilida:

R—COO0C, H,, + C,H,OH = R—COO0C,H, -+ C,,H,,0H
Clorofila Aleohol Clorofilida Fitol

Es reversible, actiia en medio aleohdlico, su Py 6ptimo es 59,
acompafia siempre a las clorofilas, ataca mas rapidamente a la a
que a la b y ejerce también su accién sobre las Feofitinas ¢ y b
que ya no tienen magnesio como las clorofilas.

La Tanasa existe en ciertos hongos y también en la sangre,
higado e intestinos. Hidroliza a los Depsidos econstitutivos de las
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materias taniferas, que son derivados estéreos de acidos fenolear-
bénicos con glucosa. No solamente actGia sobre el tanino de la
nuez de agalla (4cido galoténieo), sino también sobre los querci-
tanico, cafetdnico y quinoténico, tipicos, respectivamente, de las
cortezas de encima, del café y de la quina.

CARBOHIDRASAS.—Son los fermentos hidroliticos de todos los sa-
caridos y pudieran por eso denominarse también Sacaridasas. En
la clasificacién adoptada se dividen en los grandes grupos de las
Hexzxosidasas, que actiian sobre el enlace etéreo (de éter-6xido) de
los Glucésidos y de los Di, Tri y Tetrasacaridos, y las Poliasas
gque hidrolizan a los Polisacaridos rompiendo las largas cadenas
de sus moléculas. El primer grupo recibe también el nombre de
Olidasas y se subdivide en Holosidasas cuyo substrato es un Holo-
sido que mo da por hidrélisis més que moléculas de Hexosa; y
Heterosidasa, que actia sobre los heterésidos desdobliandolos en
hexosa o pentosa y otro cuerpo distinto. He aqui la modificacién
de clasificacién introducida por el propio OPPENHEIMER :

CARBOHIDRASAS

0 ligasas/ \$POZia.§&8
Holosidasas/ \H eterosidasas

1.—Fructosidasas 1.—Hetero-Glucosidasas 1.—Amilasas
2.—o-Glucosidasas 2.—Hetero-biosidasas 2.—Fructanasas
8.—fB-Glucosidasas 3.—Pentosidasas con 3.—B-Glucanasas
4.—qg-Manosidasas %?Eﬁg:giiii y 4.—Hemicelulasas
5.—aq-Galactosidasas S s B 5.—Pectinasas
6.—pB-Galactosidasas = 6.—Quitinasas

5.—Tioglucosidasas

La reversibilidad de las Carbohidrasas, descubierta primera-
mente por Crorr HiLL en 1898 en la Maltasa con el concurso de la
Emulsina, ha sido luego comprobada por otros investigadores para
este mismo caso; pero siempre es preciso la presencia de una Dias-
tasas especial llamada primitivamente Revertosa, cuya constitu-
¢ién quimica no estd todavia esclarecida. La sintesis de muchos
Glucdsidos con el coneurso de la emulsina ha sido llevada a eabo
‘por BourQuELOT y sus colaboradores. Tia de la Lactosa con papi-
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lla de glandula mamaria ha sido efectuada por MicHLIN y LEWITOW
(1934). La de Sacarocsa se ha logrado por los rusos OPARIN y KuUrs-
sANOW (1931) a partir de Glucosa y Fructosa, econ un preparado
diastésico en el cual existen Fosfatasas; lo cual comprueba los bien
estudiados procesos de Glucolisis que consideraremos mas adelante;
es de todos modos muy discutida esta investigacién de los quimi-
cos rusos. Citemos todavia la sintesis de Dextrinas de elevado
peso molecular y que dan con el iodo color azul, conseguida por
Nismimura (1930-1935) a partir de polisaciridos sencillos y con
el auxilio de una Diastasas especial (Amalosinteasa) de ciertas le-
vaduras. En realidad estas sintesis no son procesos de reversi-
bilidad porque no es la misma Diastasa amilolitica, que escinde
las complejas moléculas del almidén y de las dextrinas, la que
interviene en la reconstruceién de esos Carbohidratos.

En cuanto se refiere a la especificidad de las Carbohidrasas,
se cree modernamente que es muy relativa y Ique en realidad su
ntimero debe reducirse considerablemente, WEIDENHAGEN cree que
no existe mas que una sola a-Glucosidasa que actha sobre todos los
azucares que tienen o-Glucosa (Piranosa): Maltosa, Sacarosa, Me-
-lizitosa, ete.; una B-Glucosidasa que lo hace sobre los sacaridos que
tienen P-Glucosa: Genciobiosa, Celobiosa, Glucosidos-f); aniloga-
mente una PB-Fructosidasa (Sacarosa, Rafinosa, Gencianosa) y dos
Galactosidasas-o. (Melibicsa, Rafinosa, Galactésidos-a) y pf (Lac-
tosa, Galactésidos f; en total solamente cineo Hexosidasas.

Entre las Fructostdasas (productoras de Fructosa a partir de
los Disacaridos) figura como mas importante la Sacarasa o Inver-
tasa, de la eual nos hemos ocupado ya en diversas ocasiones (Myr-
BAECK) ; modernamente se ha probado que la sacarosa puede tam-
bién hidrolizarse por dos fermentos, la a-Glucosidase (que hidro-
liza también a la Maltesa) y la B-Fructosidasa; la Sacarasa animal
es, verosimilmente, una o-Glucosidasa, en tanto que la de origen
vegetal es una B-Fructosidase. Lia Sacarasa se inactiva por las ra-
diaciones ultravioleta pero la presencia del trifté6fano lo impide.

La Maltosa es otra a-Glucosidasa que hidroliza la Maltosa y la
desdobla en dos moléculas de a-Glucosa. Existe en la malta fun-
damentalmente pero en estos Gltimos tiempos se ha descubierto
también en los leucocitos de la sangre al estado de Endo, Desmo
y Liodiastasa. Otras Glucosidasas interesantes son las que actian
sobre los Glueésidos de accién cardiaca y se denominan especifica-
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mente Digipuridasa, Estrofantobiasa, Escilarenasa; se encuentran
en los vegetales respectivos y desdoblan progresivamente a los Glu-
cbsidos hasta dejar libre el Aglucon correspondiente.

Las Glucosidasas han adquirido nueva importancia después del
descubrimiento de HorrmaN (1936) de su existencia en diversos
6rganos animales (Higado, Rifi6n, Mucosa intestinal). Merecen
también citarse las siguientes Glucosidasas: Trehalasa cuyo subs-
trato es la Trehalosa (Disacirido formado por dos moléculas de
a-Glucosa), la Rufinosa que actiia sobre la Rafinosa (Trisacarido
formado por Fructuosa), la Gencianase que lo hace sobre la Gen-
clanosa (Trisacarido formado por dos moléculas de Glucosa y una
de Fruectosa), la Estaquiasa cuyo substrato es la Estaquiosa (Te-
trasacirido formado por dos moléculas de Galactosa, una de Frue-
tosa y otra de Glucosa); la Melicitasa que ejerce su acciéon sobre
la Melicitosa (Trisacarido formado por Turanosa y Glucosa o sea
por dos moléculas de Glucosa y una de Fructosa) ; todas las ante-
riores son a-Glucosidasas. Entre las B pueden todavia citarse: Ce-
lobiasa que acthia sobre Celobiosa (Disacarido por dos moléeulas
de Glucosa), la Genciobiasa que lo hace sobre la Genciobiosa (Di-
sacarido isémero del anterior), la Linamarase o Linase que hidro-
liza a la Linamarina (en 4cido cianhidrico, acetona y glucosa),
la Vicianasa que desdobla a la Vieianosa (en arabinosa, glucosa
4cido cianhidrico y aldehido benzoico), la Arbutase que lo hace
sobre la Arbutina (en Hidroquinona y Glucosa), la Salicase cuyo
substrato es la Salicina a la cual hidroliza en Saligenina y Glu-
cosa.—Afiadamos todavia, entre las Galactosidasas, la Lactasa, que
desdobla a la Lactosa en Glucosa y Galactosa, la Melibiasa que co-
labora a la accién de la Rafinasa, la Primaverasa que desdobla a
la Primaverina en Primaverosa (una Xiloglueosa) y ester meto-
giresorcilico, la Isatasa que descompone al Isatan, la Indimulsina
que lo hace sobre €l Indican hidrolizindole en Indoxilo y Glucosa,
la Eritrocina cuyo substrato es el Acido ruberitrico que pasa a
Alizarina y Glucosa (WEHMER).

Digamos algunas palabras sobre la Emulsina, descubierta des-
de hace mas de un siglo en la almendra amarga y productos simi-
lares. Es propiamente una B-Glucostdasa mezelada con otros fer-
mentos hidroliticos. Su actividad sobre el Glucésido de la almendra
amarga, la Amigdalina, se produce en etapas sucesivas:
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Amigdalina -+ H,0 —— Glucosa -+ Glucdsido-nitrilo mandélico
Glucésido-nitrilmandélico - H,O0 —— Glucosa -+ nitrilo mandélico
Nitrilo mandélico -+ H,0 —— Acido eianhidrico 4 Aldehido ben-
z6ico.

Se suponia antes que la primera reaccién era determinada por
un Fermento especial llamado ‘‘ Amigdalasa’’, la segunda por otro
denominado ‘‘Prunasa’’ y la tercera, por el denominado hoy Owi-
mitrilasa y cuya existencia independiente de la Emulsina estd bien
probada.

Entre las Heterosidasas merecen una menciéon especial las Pen-
tosidases, que liberan pentosa, por hidrolisis; a ellas pertenecen
las Nuclosidasas que actfian sobre los Nuclesidos (unién de Pen-
tosas y Base Purica o Pirimidica) producidos al actuar las Nu-
cleofosfatasas, eomo vimos antes, sobre los Nuclebtidos constituti-
vos de los 4cidos nucléinicos. El Nucleosido se resuelve en sus
dos componentes. También deben citarse las Tioglucosidasas que,
analogamente, complementan la accién de la Mirosulfatasa sepa-
rando (lucosa de la sinigrina como ya vimos. Y aun las Glucu-
ronidasas que liberan acido Glucurénico de sus muchos compues-
tos de copulacién. En el grupo de las Poliasas, las més interesan-
tes son las Amilasas, que son las Diastasas hidroliticas del Almi-
dén. Este substrato es un producto de condensacién de muchas
moléculas de (Glucosa (probablemente de estructura ciclopentanica
o furanésica). Las Amilasas actiian sobre él produciendo toda una
serie de cuerpos de hidrolisis: Amilo, Britro y Acrodextrina; y
Maltosa que se resuelve finalmente en dos moléculas de Glucosa.
Se conocen con seguridad dos Amilasas, la o y la B que originan,
respectivamente, las o y (-Maltosas. Tipo de las primeras es la
Amilasa pancreitica, que es propiamente una Dextrindgeno-ams-
lasa; y de las segundas, la del malta que es una Sacarogenoamsi-
lasa (Kumn-1935). Como en el almidén existe acido fosférico
unido a las moléeulas de glucosa integrante, en la Amilopectina
mas que en la Amilosa (EULER), interviene también en su hidre-
lisis una Amailofosfatasa, la cual libera &cido fosférico de esos com-
puestos. (WALbpscHMIDT-LEITZ-1935) ; también se sospecha la exis-
tencia de otra Diastasa que inicia la aceién amilolitica transfor-
mando el almidén en cuerpos solubles pero mo reductores. Los ae-
tivadores de la hidrolisis son todavia poco conocidos, a salvo de la
" Amilokinasa existente en las semillas feculentas. Todas las Ami-



76

lasas son Lio, Desmo y Endodiastasas, encontrandose, por lo tanto,
en el interior de las células en los tres estados distintos que indi-
can esas denominaciones; asi sucede con las existentes en los eri-
trocitos (que todas son de la clase a); del extrato glicérico se
separa la Lio por adicién de acetona y las otras dos por la aceién
de la Papaina. La Amilasa de la saliva (Plialing) no existe en
la de los animales carnivoros estrictos; en los otros se aumenta la

roduceién introduciendo substancias tensoactivas, es decir, au-
mentadoras de la tensién superficial, como son los alcoholes de
muchos atomos de carbono. En la orina (como en la sangre) exis-
ten amilasas cuya cantidad aumenta o disminuye en ciertos esta-
dos patolbgicos, por lo cual tienen gran interés clinico; en las
panereonecrosis agudas aumenta considerablemente la Amilasa uri-
naria, lo cual puede reconocerse facilmente poniéndola durante
algin tiempo en contacto con engrudo de almidén y reconociendo
luego que éste ya no da coloracién azul con el iodo. Pero puede
hacerse una determinacién cualitativa (como ya describimos en
otro lugar) ; el valor en la orina normal es de 64 unidades por c. ¢.
Esta cifra aumenta en las Pancreatitis y Necrosis pancreaticas, y
en cambio disminuye en los casos en que baja la permeabilidad
renal, como sucede en las Nefritis. Las determinaciones en sangre
son mucho més dificiles; la acetilcolina aumenta considerablemente
la cantidad de Amilasas en la sangre; disminuye considerable-
mente (hasta anulacién) en ciertos casos de sifilis del sistema ner-
vioso central (MarcHIONINT). Sobre la aceién de las Amilasas
influyen favorablemente los iones Cl y (PO,), la hematina y la
olutathiona. Las Amilasas actGan sobre el Glucégeno de modo
idéntico a como lo hacen sobre el almidén.

Las Celulasas actian sobre la Celulosa, que es un complejo po-
lisacArido, parecido al almidén, pero constituido por moléculas de
B«Glucosa de anillo exagonal o pirémico; su hidrolisis diastasica
es también gradual hasta el término del disacirido celobiosa, el
cual finalmente se resuelve en Glucosa por influencia de la B-Glu-
cosidasa. La Celulasa se encuentra en las plantas (semillas de ce-
reales, Aspergillus Oryzae, ete.) y también en ciertos animales
(jugo intestinal de caracoles y orugas, ete.) No existe en el orga-
nismo humano, el cual es incapaz de digerir la celulosa. Lia Inu-
lasa hidroliza a la Inulina, que es una especie de almidén exis-
tente en los tubérculos y raices de muchas compuestas (Dalia, To-
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pinambur, Batata, etc.) ; estd constituida (y se resuelve por ami-
losis) por moléculas de Fructosa (estructura pentagonal o fura-
nica) ; la maxima actividad de la Inulasa es a 85° w.D o298
Lia Xilanasa actfia sobre la Xilanosa que es una pentosana muy
abundante en la paja de cereales, en la parte interna de la ma-
zorca de maiz y en la madera de ciertos arboles eomo el cerezo y
el haya roja; estd formada por moléculas de la pentosa llamada
xilosa (estructura exagonal o pirandsica) y en ella se resuelve por
1a hidrolisis diastésica. Lia Quitinasa ejerce su accién sobre la Qui-
tina, la cual forma parte del caparazén de los Artrépodos y se en-
cuentra también en ciertos hongos y liquenes, siendo de constitu-
cién parecida a la de la Celulosa; por hidrolisis produce glucosa-
mina (glucosa aminada) y 4cido acético; la Quitinasa existe en el
jugo digestivo del caracol. Andloga es la Liquenasa que hidro--
liza a la Liquenina (compuesto andlogo a la celulosa existente en
los liquenes) transformindola en moléeulas de glucosa; el fer-
mento se encuentra también én el caracol; y en el moho negro, en
la malta y en muchos gérmenes de plantas (Trigo, Maiz, Espinaca,
Judia, ete.)

Finalmente las Pectidasas tienen como substrato a las Materias
pécticas las cuales existen en las frutas maduras, especialmente en
Jas manzanas; el flavedo de la naranja estd casi exclusivamente
constituido por ellas y el fundamento de la elaboracién de las ja-
leas comestibles de frutas es la produccién de ellas. Hace unos
afios que se conoce la compleja constitucién quimica de estos cuer-
pos; estin formados (EHRLICH) por la l-arabinosa unida a la sal
cileico-magnésica del &cido péptico, el cual, a su vez, es capaz de
desdoblarse en la l-arabinosa, d-galactosa, 4eido acético, metanol
y 4cido pectélico; éste se desdobla finalmente en 4 moléculas de
scido d-galacturénico. Las peptidasas que intervienen en todo este
proceso hidrolitico son la Protopectidasa (aceién hidratante pero
no hidrolitica), la Pectasa o Pectolipasa que liberan al acido pec-
télico y la Pectolasa que hidroliza finalmente a éste. Lias Pecti-
dasas existen en el jugo intestinal del caracol, y asociadas a otras
diastasas como las Amilasas, Emulsinas y Takadiastasas. Consti-
tucién andloga a las materias pécticas tienen las Algina de las
aleas, el agar-agar, las gomas y los mucilagos vegetales como he-
mos demostrado hace tiempo (J. GiraL) pero sus fermentos hidro-
liticos respectivos no han sido todavia aislados, aunque todos esos
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cuerpos son desdoblados, mas o menos dificilmente, por las Pecti-
dasas y los materiales que las contienen.

ANIMASAS.—Su aceién quimica consiste en la separacion del en-
lace carbono-nitrégeno en moléculas de cuerpos diversos; segiin la
estructura quimica de estos substratos, se dividen en dos grupos:
Carbaminasas, o simplemente Aminasas, que ejercen accién sobre
las aminas separando de las primarias R—NH, el grupo aminico
al estado de amoniaco y de las secundarias R—NH—R’ el radical
R o R’ de la amina primaria R — NH, o R—NH, que queda; y
Acilamidasas que act@ian sobre las Amidas simples R—CONH, o
substituidas R—CO—NHR' liberando respectivamente NH, o ami-
na primaria. A las Aminasas pertenecen las Nucleinaminasas o
Purinamidasas que desaminan a los productos de desdoblamiento
(bases ptiricas o primidicas) de los 4cidos nucléinicos; la Argi-
nasa, de accién especifica sobre la Arginina, a la cual desdobla
en Urea y Ornitina; y la Histidasa que hidroliza a la Histidina en
Acido férmico, 4cido glutdmico y amoniaco; entre las Acilamidasas
figuran en primer lugar la Ureasa, que actiia especificamente so-
bre la Urea transforméindola en carbonato aménico (o en CO, 4
CH,); la Asparaginasa, que lo hace sobre la Asparagina hidroli-
zandola en 4cido aspartico y amoniaco; y las Acilasas tales como la
Histocina y la Hipuricasa. Vamos a considerar las mas importantes
de ellas.

Nucleinaminasas.—Hemos dicho en su lugar oportuno, que los
acidos nucléinicos (de las nucleinas de los niicleos celulares) estin
constituidos por asociacién de nucleésidos; éstos, a su vez, estan for-
mados por la unién de:

PO,H, — Pentosa(ribosa) — Base ptirica o pirimidica.

las Nucleofosfatasas separan de ellos al dcido fosférico, las Nucleo-
sidasas escinden al resto liberando a la pentosa y a la base; y ahora
las Nucleaminasas actiian sobre estas tGltimas separando NH, de
ellas. Son estas bases la Adenina y la Guanina entre las paricas o
<énticas; y la Citosina y el Uracilo entre las pirimidicas; por la
acci6n de estas diastasas desaminantes se transforman respectiva-
mente en Hipoxantinas, Xantina y Uracilo. Existen en el higado
y en el tejido muscular y son de manifiesta especificidad (Ade-
nasa, Guanasa, Citosasa) y de gran importancia en el metabolismo
de las nucleinas. Los productos finales que originan, son poste-
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riormente oxidados por diversas dehidrasas, como veremos al ocu-
parnos de éstas.

Lia Arginasa tiene una especificidad bien eoncreta; actia sola-
mente sobre la Arginina natural, que es el aminoacido dextrogiro;
recientemente se ha observado que ataca al compuesto racémico si
se opera a una concentracién adecuada. Existe fundamentalmen-
te en el hizado de mamiferos, pero también se encuentra en ciertos
hongos; se distinguen las de los dos origenes en que la vegetal se
inactiva por dialisis a 0° durante unos dias, en tanto que la he-
patica lo hace al cabo de algunas semanas (EDLBACHER y BAUR) ;
ambas se reactivan por adiceién de iones metalicos (Co, Ni, Cd, V)
pero especialmente con iones manganoso; de tal manera, que estos
autores la consideran como un transportador de proteina con man-
ganeso como coencima. FELIX y ScHNEIDER afirman que no se ata-
can con Arginasa mas que aquellos substratos que contienen gua-
nidina libre (—NH—CNH-—NH,) y grupos earbéxilo (—COOH)
como le ocurre a la arginina:

COOH—CHNH,—CH,—CH,—CH>,—NH—CNH—NH, que se
desdobla en ornitina y urea.

COOH—CHNH,—CH,—CH,—CH>,—NH; - CO(NH,)..
Los tumores y los tejidos necrosados son ricos en Arginasa.

La Histidasa acttia sobre otra base hexénica (ahora eiclica) que
es la Histidina a la cual cambia en un producto intermedio el cual
termina resolviéndose en amoniaco, &cido férmico y é&cido glu-
tamico :

CH — NHx_ CH—NH O COOI

I i N

C—N= / COH € ot

! ! 1

CH, o @ H CH, + NH, -+ HCOOH
I | |

CHNH, CHNH, CHNH,

| I I

CO0H COOH COOH

Se encuentra esta diastasa en el higado de todos los mamife-
ros y tiene una marcada especificidad, pues no actiia mas que so-
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bre la Histamina levogira, que es el amino-acido natural; no lo
hace sobre compuestos de constitucién muy parecida como el imi-
dazol, el Acido imidazol-lactico o la metilhistidina. Modernamente
ha adquirido especial importancia porque su substrato, la Histidi-
na, se encuentra en la orina de embarazadas, entre los dos y los
ocho meses de embarazo; en las hembras prefladas de diversos ma-
miferos (coneja, gata, perra, yegua) no se ha encontrado Histi-
dina. Su presencia en la orina de las mujeres grividas se debe a
la influencia del prolano.

La Histaminasa (existe en el rifién) actia sobre la Histami-
na (Histidina sin el grupo final COOH) desprendiéndole su NI,
al estado de amoniaco pero respetando el niicleo imino-azélico.

La Ureasa ha sido ya considerada en otras ocasiones; es el Fer-
mento especifico de la urea a la cual hidroliza pasdndola primero
a carbonato aménico y luego (discutible) a carbonato aménico;
finalmente estas sales se hidrolizan, espontineamente y sin el con-
curso de diastasa, en anhidrido carbbénico y amoniaco:

NH, ONH,

H,
co + H,0 > Q0 \
NH, O—NH, i ONH,

CO0,-- 2NH,-+ H,0

La Diastasa necesita la presencia simultidnea en el substrato de
OH libre y de NH, libre; por eso la ureasa no actia sobre las ureas
substituidas tales como la metil-urea, la dimetil-urea simétrica, ete. ;
¥y por eso también se supone que la urea actia en alguna de estas
férmulas mesoméricas resonantes:

H, NH,+
—0 — C ﬁ‘O——C{ o en las
NH,+ NH,

NH, NH,
tautémeras: CO y HO —C
\NH2 <NH

especialmente la Gltima (Lentr). Merece consignarse que la urea-
sa cristalizada, obtenida por SUMNER, se inactiva totalmente por
la pepsina y la papaina. La Ureasa, tan especifica, es de accién
reversible y puede determinar la formacién de urea a partir del
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carbonato aménico. (WiLcox, 1929). Se encuentra. en. muchos ve-
getales (especialmente en. el haba de soja). en donde desempeiia. la
funcién de producir NH, necesario para la sintesis de las albami-
nas. También se encuentra en el organismo animal, especialmen-
te en el higado, donde determina.la sintesis de urea a partir del
CO, y NH, que llegan a esa gléndula como productos finales de
la desmolisis de las albiiminas y de sus amino-Acidos integrantes;
actfia como enérgico activador de esta sintesis, la ornitina; la cual
empieza fijando en su moléeula el CO, y el NH, eambmndose en
citrulina: :

R— CH,NH, + C0,+ NH,=R— CHNH — CO —NH,+ H,0;

la citrulina fija una nueve molécula de amoniaco y pasa a argi-
nina:

R — CILNH — C(NH)NH,

la eual por hidratacién se desdobla en ornitina y urea, como vimos
antes al hablar de la Arginasa. La ureasa es extraordinariamente
téxica; 0,5 mmg. por via intravenosa produce la muerte de un eo-
nejo de peso medio; pero se puede inmunizar al animal por inyec-
ciones a dosis refractas, porque entonces se produce en su organis-
mo un antifermento. La toxicidad es debida a la fuerte formacién
de amoniaco en la sangre y en los tejidos. !

La Asparraginasa es: Diastasa especifica de la Asparraguina a :
la cual hidroliza y desdobla en Acido aspartico y amoniaeo.

NH,— €O — OH,— COOH + H,0 = COOH — CH,—
CHNT,— COOH 4 NH,

Existe en vegetales (levadura, bacterias, cebada) y en anima-
les (muecosa intestinal, higado). Es fuertemente especifica y ataca-
solamente a la dextro—B—asparraguina, pero no a.sus produetos -
de substitucién ni a su antipoda Optica, la o—asparraguina. Su
homélogo superior, la Glutamina, no es tampoeco hidrolizado por-
ella sino por su Diastasa especial, la Glutaminasae, que le desdobla
en 4cido glutaminico y amoniaeo siendo reversible en.su accion;
existe en la. corteza cerebral y en la retina. La Aspamtasa es fer-
mento especifico .y reversxble que desprende amomaco del acido-
aspértico transforméndolo en fuméarico.

Ferm.—6
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La Histozima, conocida de antiguo (SCHMIEDEBERG, 1881) en
el rifién se llama actualmente Hipuricasa y actiia sobre el acido
hipiirico desdoblandole en el acido benzoico y glicocola:

CH,— CO —NH — CH,— COOH + H,0 =CH,— COOH -+
CH,NH,— COOH

No es especifica pues desdobla anilogamente a los homdlogos del
4cido hiptrieo y también a los 4cidos glicocblico y tauroedlico; en
cambio es muy especifica estereoquimicamente pues hidroliza a
todos estos dcidos naturales pero no a sus antipodas épticos.

Finalmente deben incluirse, entre las Amidasas, a las Fosfama-
dasas, las cuales hidrolizan al 4cido creatinfosférico (Fosfageno)
y al argininfosférico separandoles el 4cido mineral; esta accién la
ejercen igualmente las Fosfatasas.

ProTEASAS. — Constituyen un considerable: grupo de Diasta-
sas hidroliticas de Proteinas y de Polipéptidos; deshace la unién
—CO — NH de sus moléculas produciendo 4cidos y aminas: — CO
—NH + H,0= COOH -+ - NH, y ejercen también la accién re-
versible y sintética contraria.

La clasificacion de estos fermentos, debida a GrasmanN (1932),
comprende dos grandes familias: las Proteinasas que ejercen su
accién sosbre las Proteinas o AlbGiminas o Prétidos; y las Pepti-
dasas, que actiian solamente sobre los Péptidos originados en la
hidrolisis producida por las anteriores. He aqui el esquema de
esta clasificacion :

__—Proteasas.__
Proteinasas Peptidasas
Pepsina Papaina Tripsina Polipeptidasas Dipeptidasas
Pp=2,0 Katepsina Pp=4,9
Pu=4—7
Carboxipolipeptidasas Aminopolipeptidasas

OPPENHEIMER, como vimos en la clasificacién general de los fer-
mentos, considera al grupo de las Proteinasas en tres subgrupos,
que son: Pepsinasas, Papainasas y Triptasas. Y en el de las Pep-
tidasas, llamadas también Ereptasas, comprende, ademés de lo con-
signado en el cuadro anterior, la Proteinasa y las Protaminasas,

v
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cuyos respectivos substratos son los Prolinopeptidos y las Prota-
minas.

Las diferencias fundamentales en el grupo de las Proteinasas
consisten en el valor del Py 6ptimo para su actividad; las Pep-
tinasas actiian en medio muy &cido y separan el cation proteico,

las Triptasas lo hacen en medio alcalino y sobre anion proteico,
v las Papainasas acttian ¢n medio débilmente 4dcido o neutro so-
bre albiminas en su punto isoeléetrico. Ademés estas tltimas se
activan por acido cianhidrico, por acido sulfhidrico y por com-
puestos con SH libre (glutathiona), en tanto que las demés no
se activan por estos cuerpos; pero las Triptasas tienen un activa-
dor de naturaleza todavia desconocida, que es la Enterokinasa, en
tanto que las peptinasas no tienen ninguno.

En cuanto se refiere a la especificidad de las Proteasas, ya
nos ocupamos al tratar de esta propiedad en general; el nombre
de los subgrupos de las Peptidasas indican con preeision los subs-
tratos especificos sobre los cuales actiian. Lias Dipeptidasas no ac-
than méas que sobre Dipeptidos (cuerpos formados por la uni6én
de dos amino-acidos) a los cuales hidrolizan desdoblandolos en sus
dos amino 4cidos componen

R—CHNH,—CO—0O—NH—CH—COOH + H,0 =

|
RI
R—CHNH,—COOH 4 R'—CHNH—COOH

pero en ellas se da muy claramente la especificidad estereoquimi-
ca; y asi p.e. hidrolizan a la Glicil-levo-leucina pero no atacan a
la Glicin-dextro-leucina. Y esto sucede no solamente con las Dipep-
tidasas sino con todas las Proteinasas o Ereptasas; en presencia
del compuesto racémico, lo desdoblan e hidrolizan luego al levo
resultante dejando intacto al dexiro; en general no son hidroli-
zables mas que los Dipéptidos idénticos a los naturales. Las Poli-
peptidasas ejercen su accién sobre los polipéptidos constituidos por
més de dos moléculas de amino-4cidos; la cadena del polipétido
termina siempre en grupo NH, por un extremo y grupo COOH
por el otro; las Polipeptidasas que separan al grupo NH, se lla-
man amino-polipeptidasas y las que separan el grupo —COOH son
las Carboxipolipeptidasas; pero no son intercambiables y necesi-
tan, ademés, para su actuacién, que los dichos grupos funcionales
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estén sin sustituir ni bloguear en la molécula del polipéptido. La
separacién de todas estas Peptidasas entre si, mediante aplicacion
de adsorbentes diversos, ha sido ya considerada anteriormente.
La propiedad bioquimica de mayor interés de las Proteasas es
su reversibilidad que permite la reconstruccion de las moléculas
albuminoideas en el interior del organismo a partir de los amino-
4cidos liberados por la proteolisis diastasica. Ha podido practi-
carse experimentalmente esta sintesis. Sawsarow (1901) pudo ob-
servar que las disoluciones de Peptona puestas en contacto con
Pepsina depositan al cabo de algin tiempo un precipitado albu-
minoideo que se 1llamé Plasteina o Coagulose. Aun més eoncluyen-
te es la experiencia de Borsook y WasTENEYs (1931) que consiste
en digerir albtimina de huevo con pepsina y concentrar después
el liquido resultante, a vacio y a Py — 45; se regenera la albt-
mina primitiva. Con la Tripsina es mucho més dificil el experi-
mento y mas dudosos los resultados. VoEeTLIN y sus colaboradores
(1933) operan dejando autolizarse durante unas horas y en at-
mésfera de nitrégeno, una papilla de tejido animal; se intro-
duce ahora oxigeno y se observa que el nitrégeno de los grupos
aminicos disminuye en tanto que aumenta el albuminoideo, lo
cual prueba el proceso de sintesis a partir del autolizado ; se favo-
rece esta sintesis por la presencia de grupos SH (Glutationa), d
un P, préximo a la neutralidad y de una cierta presién de oxigeno.

Nos ocuparemos ahora especialmente de algunas Proteasas, re-
mitiendo siempre al lector al capitulo de Generalidades de Dias-
tasas, en donde se tratan muchas propiedades de estos agentes pro-
teoliticos.

La Pepsina es una Proteinasa tipica de secrecién que, como es
sabido, existe en el jugo géastrico pero también en la mucosa del
estémago acompafiada de Catepsina, que no es una Diastasa (Ax-
soN) ; OxAHARA (1930) ha encontrado una Pepsinasa en lag Dro-
sera, que son plantas cuyas flores digieren a las Albtiminas. La
Pepsina se une con Proteinas y el compuesto resultante se ha lo-
grado cristalizar (como la pepsina aislada) siendo tan activo co-
mo ésta libre; del jugo géstrico se ha conseguido aislar y crista-
lizar una Gastroglobulina inactiva que tiene las mismas propie-
dades quimicas que la Pepsina cristalizada de NorrHROP y que,
posiblemente, es el soporte del acido clorhidrico que activa la pro-
teolisis. Pero modernamente (1937) han obtenido KrauT ¥y TrrA
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una pepsina cristalizada absolutamente libre de albimina, 1o cunal
‘complica el problema de saber cuél es la constitucién quimica de
la Pepsina; si es 0 no una Proteina con un acido polivalente fuerte
que neutraliza a la mayor parte de los grupos aminicos de la albt-
mina sobre la cual actia, como piensa GorrEr. El Pepsindgeno ha
sido aislado al estado cristalizado por HERrIOT; es inactivo como
fermento y se distingue, ademés, de la Pepsina en su punto isoelée-
trico (3’8 en vez de 2'T), estabilidad y proporeién de nitrégeno
aminico en la molécula; su paso a pepsina es un proceso autoca-
talitico en el cual aproximadamente nueve de los enlaces pépticos
de su moléecula albuminoidea se abren; este proceso no es espe-
cifico.

La Triptasa o Tripsina, cuya fuente principal es el pancreas,
existe también en los leucocitos; pero la primera no tiene ninguna
actividad si no estid combinada con la Quinasa intestinal en unién
definida y reversible, en tanto que la leucocitaria (y también la
Desmotriptasa insoluble del pancreas) son activas sin el eoncurso
del citado Cofermento; a la Tripsina cristalizada la sucede tam-
bién lo mismo. La Triptasa actfia a un Py = 7’8, es decir, en un
medio alealino francamente; pero lo hace mucho més lento aun-
que méas completo que la pepsina; ésta no llega en su Proteolisis
més que a a la formacién de Peptonas y Polipéptidos a lo sumo, en
tanto que la Tripsing consigue separar algunos amino-acidos de
la molécula albuminoidea, siendo (y por este orden) liberados pri-
meramente la Tirosina, el Triptéfano, la Cistina y el &cido Glu-
thmico. En punto a su constitucién quimica se supone que esta
Diastasa es un complejo de Proteina y una base polivalente. Ku-
~17Z ha probado recientemente que las disoluciones acuosas de Qui-
motripsina (que cristaliza en romboedros o en prismas) dejadas
alein tiempo a 5 grados y a un Py = 7’6 a 86 se transforman en
una mezcla de tres Proteinas, las cuales cristalizan juntas en agu-
jas; dos de ellas (laf ylay Quimotripsina) son activas pero la ter-
cera no lo es y todas difieren entre si y con la primitiva Diastasa,
en su forma cristalina, solubilidad, peso molecular y resistencia a
los acidos.

Las Papainasas (Papaina, Proteinasas de la Levadura, ete.) no
comprenden a la Catepsina de los tejidos animales, porque ANSON
ha demostrado recientemente que esta ultima no es una verda-
dera Diastasa, habiéndose creido lo contrario por las impurezas
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que siempre la acompafian y a las cuales es debida en realidad la
supuesta accion diastasica. Son Endoencimas celulares que se ac-
tivan, como ya vimos, por los compuestos que tienen SH libre y
también por el acido cianhidrico, que en general ejerce aceién con-
traria o paralizante de la actividad encimitica. Fundindose en
la activacion antedicha y teniendo en cuenta que las formas oxi-
dadas de esos tioles (Glutation, Cristina) no son activadores y
unicamente las reducidas (grupos SH libres) lo son, se ha pen-
sado que dicha activacién es un proceso de reduccién o de hidro-
genacién. La Papaina activada por los cuerpos dichos es inactiva
en presencia de peréxido de hidrégeno, pero se regenera por adi-
ci6on de Glutation reducido. OKAMURA ha obtenido Papaina (del
Carica Papaya) purisima, la cual da al anilisis: C=4846% y
N=138"7%; parece una Proteina especifica, peroc no tiene grupos -
aldehido ni —S—8— ni —SH—; contrariamente a lo que han en-
contrado FRANKEL y sus colaboradores. La Papaina no desdobla a
los Péptidos por el sitio préximo al NH libre y no necesita que el
substrato tenga también carboxilo COOH libre; lo que precisa es
otra unién péptica ademéis de la que va a deshacer; la afinidad del
Péptido para con la Diastasa dicha aumenta con la longitud de su
cadena.

La Bromelina de la Pifia de América es también muy parecida
a la Papaina y se incluye, por lo tanto, en el grupo de las Papai-
nasas. La Ficina, del latex del Ficus y que existe también en los
higos comestibles, es muy parecida a la Papaina; se ha logrado
cristalizar por WALTI, contiene también grupos —SH— y se in-
activa por H,0,; es antihelminica y capaz de digerir y disolver
totalmente a los gusanos parisitos del hombre (BERGER).

El Fermento Lab, llamado también Quimosing y Rennina, exis-
te en el jugo gastrico humano (principalmente en la primera edad
de nuestro ser) y ejerce una accién coagulante sobre la leche, pro-
duciendo ademés una ligera y no bien estudiada transformacion
sobre la caseina coagulada. La Quimotripsina ha sido aislada del
péincreas, asi como su generador, el Quimotripsindgeno, al estado
cristalino, por NORTHROP; no se activan por Enteroquinasa, sino
por la propia Tripsina activa y acttian sobre la leche lo mismo que
el Lab Fermento.

Entre las Proteinasas se acostumbra a clasificar también a la
Trombina, que es el llamado agente diastisico de la coagulacién
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de la sangre y que parece estar constituida por un complejo de
proteina y una lecitina (la cefalina) ; por su aceién se llama tam-
bién coagulasa y parece que existe en €l plasma sanguineo su gene-
rador, el Trombogeno o Protombina (llamado también Plasmaci-
ma) el cual se activa por la Tromboquinase de los leucocitos y de
las plaquetas (que no es més que cefalina) ; en presencia de iones
calcio, la Trombina actia sobre el Fibrinégeno del plasma san-
guineo y lo transforma en Fibrina coagulada insoluble; su aceién
quimica, por lo tanto, es la hidrolitica de desdoblar al Fibriné-
geno en Fibrina y Seroglubulina; pero WoLiscH niega terminante-
mente que el fibrinégeno experimente ninguna transformacién
durante el proceso de coagulacién de la sangre.

En realidad este proceso es mucho mis complejo, e intervienen
en 6l TRECE factores, de los cuales existen en el plasma los OCHO
siguientes: Fibrinégeno, Protrombina (Trombdgeno, Serozima),
Antitrombina Antiprotrombina (Heparina), Lipoides, Caleio, Coa-
gulasa (Fermento que se identifica con la Trombina) Vitamina
K. En las plaquetas existen DOS factores: Tejido lipoide (Cefa-
lina, Citozima, Tromboquinasa, Substancia tromboplastica: es una
lecitina), y Tejido coagulante (Coagulina, Tejido fibrinégeno).
En la sangre ya coagulada existen los TRES factores siguientes:
Fibrina, Trombina (Trombasa, Fibrinofermento) y Metatrombina.
—Fl tipo corriente de coagulacién se explica por la accién de la
Protrombina activada por la Vitamina X y los iones calcio, sobre
el Fibrinégeno; el tejido lipoide o cefalina actiia solamente como
neutralizante de la accién de la antitrombina y de la Antipro-
trombina, cuyos factores son anticoagulantes. El resultado de la
coagulacién es la Fibrina juntamente con la trombina.—(J. H.
F'ERGUSON ) .—Merece consignarse que segin investigaciones de
DYCKERHOFF, las sales de Neodimio impiden la coagulacién de la
sangre, lo cual es de gran interés para evitar los peligros de
la Trombosis y evitar el Schock anafildctico.

Los llamados Fermentos de Defensa de Abderhalden son de ac-
cién proteolitica, de estricta especificidad y se producen cuando
se introducen en el organismo substancias albuminoideas por via
parenteral ; existen en la sangre y ya nos ocupamos de ello al tra-
tar de la conocida reaccién de dicho autor para el diagnéstico
precoz del embarazo, la cual ya se practica con la orina de la em-
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‘barazada. El priucipio-eén que se funda se hia extendido para cier-
tas enfermedddes, eomo la sifilis, el céncer y los trastornos endé-
crinos, cuyos “didgnésticos pueden establecerse hoy con seguridad
fundados ‘en Ia ‘existencia en la wangre de estos fermentos de-
fensivos.: } ot e :

Segfin "ABDERHLDEN, todos ellos ‘son “especificos, actfian a un
P, 6ptimo =7’3 y se activan por adicién de suero sanguineo.

Las Protaminasas son Proteasas que actian especificamente so-
bre los albuminoides més sencillos llamados Protaminas; éstos con-
tienen una gran cantidad de las llamadas Bases hexénicas, Argini-
na, Histidina y Lisina; la funcién de la Protaminasa es la de libe-
rar a_estos amino-acidos, especialmente a la Arginina, y se com-
porta realmente eomo una ‘Carboxipolipeptidasa, habiéndose tam-
bién comiparado su aceién a la de la Triptasa, aunque no se acti-
van por ninguna Quindsa.

La Prolinasa de GrassMANN (1932) acttia sobre los péptidos
que contienen Prolina.—La Dehidropeptidase de BERGMANN (1930)
ejeree su ‘aceibn sobre la Glicil-dehidrofenilalanina, desdoblandola
en Glicocola, amoniaco y-4cido fenilpirtvico; existe en el rifién y en
el pancreas y es una propia Dipeptidasa. Citemos todavia entre
las Proteasas a la Gelatinasa de NorTHROP que hidroliza a la
gelatina ; .a la'Coagulasae de HosoN que existe en el jugo digestivo
de las ‘moscas.de la carme y '‘que proteoliza a las materias colage-
nas; y a la Queratinasa de la polilla que lo hace sobre las quera-
tinas y que tiene tanto interés doméstico porque explica la accién
destructora de ese insecto sobre los tejidos de lana.

DESMOLASAS

Este gran grupo de Diastasas se caracteriza por su aceién qui-
mica, completamente diferente de la que ejercen las Hidrolasas;
estas altimas hidrolizan al ‘substrato y lo desdoblan, pura y sim-
plemente, en ‘sus ‘componentes. luas Desmolasas acttan ejerciendo
transformaciones ‘‘diversas sobre las substancias fermentescibles
(Oxidaciones, reduceiones, desaminaciones, descarboxilaciones); y
en definitiva deshacen los enlaces existentes en sus moléculas, en-
tre los:4temos de sarbono y los de otros elementos (oxigeno, nitré-
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geno, hidrégeno) ; y aun entre un dtomo de carbono y el siguiente
rompiendo la cadena carbonada, que es el esqueleto de toda mo-
lécula organica. En general la Desmolisis es proceso subsiguiente
a la Hidrolisis y las Diastasas que la determinan actiian sucesiva-
mente sobre los productos del desdoblamiento hidrolitico hasta
resolverlos finalmente en anhidrido carbénico y vapor de agua
(amoniaco también en los nitrogenados). Esto sucede muy espe-
cialmente con las substancias alimenticias, las cuales se desdoblan
por las Hidrolasas digestivas y después son absorbidos los cuerpos
resultantes de este sencillo proceso quimieco; sobre ellos acttan
luego las diversas desmolasas de nuestro organismo, y en las ac-
ciones que ejercen se funda casi todo el metabolismo intermedio
v final, en cuyas fases toma su origen la energia (calorifica prin-
cipalmente) necesaria para el funcionamiento de nuestro ser. Pero
en el transcurso de todos esos procesos, debemos distinguir dos fa-
ses fundamentales dentro de las cuales se agrupan casi todos ellos;
la una y primera es la anozibidtica (llamada anteriormente anae-
robia desde los tiempos de PASTEUR) que tiene lugar sin el auxi-
lio, eoncurso mi intervencién del ‘oxigeno libre; 1a otra y siguiente,
es la Oxibidtica (Aerobia de antes). que es una oxidacién profunda
llamada también Respiracién, con el concurso del oxigeno atmos-
férico y que conduce a la substancia atacada hasta los términos
finales de anhidrido carbénico y vapor de agua; esta segunda fase
no tiené lugar méas que sobre cuerpos de arquitectura quimieca
muy sencilla (aleohol, 4cido laetico, ete.) producidos en la fase
anaerobia.

En los organismos anaerobios estrictos mo tiene lugar esta se-
gunda fase: pero en todos, sean anaerobios o aerobios, las Desmo-
lasas ‘son los ‘agentes encargados de iniciar y acelerar las reaeccio-
nes quimieas correspondientes; y también de regularlas, antes de
que intervengan las glandulas de secrecion interna y el sistema
nervioso.

Se comprende por lo dicho, la extraordinaria importancia que
tienen los procesos de oxidacién (y sus reciprocos de reduceién)
intraorgénica; y la conveniencia de que nos ocupemos de ellos an-
tes de estudiar las distintas Desmolasas, que son en su mayoria
oxidasas y Reductasas, directas o indirectas, principales o ‘coad-
yuvantes. '
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OXIDACIONES Y REDUCCIONES INTRAORGANICAS

De antiguo llamé la atencién el hecho notable de que las oxi-
daciones in vivo conducen a transformaciones intensas de las subs-
tancias orgédnicas y organizadas, llegando hasta los productos fina-
les tantas veces mencionados, sin que precisen los medios oxidan-
tes violentos que se utilizan en los laboratorios. Para quemar glu-
cosa totalmente, necesitamos en éstos emplear temperaturas ele-
vadas, fuerte corriente de oxigeno o de aire, reactivos de oxida-
cién enérgieos; para lograr el mismo resultado en los organismos
no se pasa de su temperatura normal y todas las etapas del pro-
ceso transcurren con suavidad y lentitud pero con igual eficacia
que in vitro. Pensaron entonces los investigadores en la interven-
cién de elementos o factores que explicasen esta singular diferen-
cia. En la actualidad no se ha logrado dar una satisfaceién intima
y completa a nuestro espiritu aun a pesar de haberse ideado un
considerable ntimero de hipétesis y teorias, que no son més que
férmulas de acomodacién de nuestro pensamiento a los hechos ob-
servados o experimentados. De algunas de ellas nos vamos a hacer
eco a continuacion.

Ozigeno activo—Se pensé primeramente en la intervencién de
alguna forma especial del agente oxidante por antonomasia. El
descubrimiento del ozono (por ScHONBEIN en 1845) hizo pensar en
este trimero del oxigeno, como elemento determinante de dichas
oxidaciones intraorginicas. En efecto, el ozono tiene un gran po-
tencial quimico y un gran poder oxidante muy superior al oxi-
geno molecular, que es el existente en el aire atmosférico; resulta
de la condensacién del de este origen con absorcién de calor el
cual desprende al despolimerizarse su molécula; ademés, y en este
acto libera oxigeno atémico, que es mucho méas activo que el mo-
lecular :

(0)
s Do om0t Qb 10
0—0
Estos atomos libres de oxigeno juntamente con el calor despren-
dido en su produceién a partir del ozono, explican satisfactoria-
mente la exaltada facultad oxidante de este tltimo; y asi p.e.
libera Todo del ioduro potésico, lo que no hace el oxigeno mole-
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cular. Pero en cambio tampoco el ozono es capaz de oxidar al
6xido de ecarbono CO para pasarlo a anhidrido carbonico CO,; ni
al nitrégeno para dar acidos nitroso o nitrico. Es de notar que ya
entonces hubo de observarse que estas Gltimas oxidaciones podia
llevarlas a cabo el ozono en presencia del hidruro de paladio, que
es un compuesto fuertemente reductor; con lo cual ya se entreveia
que las oxidaciones son procesos quimicos correlativos a las re-
ducciones.

Horpe-SEYLER insiste en la hipétesis del oxigeno atémico de-
terminante de estas oxidaciones in viwo y explica el concurso, an-
terior y necesario, del hidrégeno admitiendo que este elemento
actiia sobre el oxigeno molecular formando agua y liberando oxi-
geno atémico:

H,+ (0=0)=H0+4+—0—

bien directamente, como se expresa en la anterior ecuacion, o bien
forméindose antes per6xido de hidrégeno (agua oxigenada) :

H,+ (0=0)=HO0—0H=H,0+—0—

También se supone que el oxigeno molecular aetiia simplemente
con el agua para dar agua oxigenada y oxigeno activo; aquélla
origina también y en definitiva a éste:

(0 =0) + HO0=0H—0H +—0— ;
OH—OH = H,0 4+ —0—

Pero todo ello no consigue explicar por qué se forma agua oxige-
nada (téxica desde luego para las células donde se efectiian estas
oxidaciones) y por qué se descompone este peréxido.

Autoxidadores—ENGLER y TRAUBE admiten que el oxigeno mo-
lecular es capaz de fijarse sobre ciertos cuerpos a los cuales lla-
man autoxidantes o Autoxidadores para formar con ellos unos
peréxidos inestables, los cuales ceden parte o todo su oxigeno (y
en forma activa o atémica) a los cuerpos oxidables que se deno-
minan Aceptores, con o sin la intervencién del agua; el autoxida-
dor asi regenerado puede nuevamente transformarse en peréxido
y éste ceder luego su oxigeno, y asi indefinidamente; con lo cual
una pequefifsima cantidad de autoxidante puede producir la oxi-
dacién de una gran masa de euerpo oxidable actuando realmente
como un catalizador de oxidacién:



92

(0) b
AY @=0y= a5 RCpm=' X0 4 BO
0 0
Autoxidante Peréxido Aceptor Oxido Oxido
estable estable
(€] 0 —OH
K1 +B0=1( = A0 4 H,0,
(0) OH

Una experiencia tipica de Jon demuestra la existencia de estos
cuerpos. El 6xido ceroso Ce,O, disuelto en carbonato potasxco €s
un autoxidante incolore; agitada su disolucién en presencia del
aire se colorea en rojo porque retiene oxigeno y forma un perd-
xido de este color que es el peréxido de cerio CeO,

Ce,0, 4 30 = 2Ce0,

si entonces se afiade al liquido un cuerpo reductor u oxidable, co-
mo un arsénito, el color pasa de rojo a amarillo porque el peréxido
cede parte de su oxigeno y retrocede a 6xido cérico CeO :

(eO, 4 AsO,H, = Ce0, + AsO,H,
A=04+B=A04 BO

pero si se emplea la glucosa como aceptor en vez del arsénito, el
peréxido le cede todo su oxigeno y se regemera el autoxidante,
6xido ceroso incoloro:

2 (Ce0, 4 Glucosa = Ce,0, + (Glucosa ++ 0,)

Se conocen muchos cuerpos autoxidantes, los cuales intervienen en
diversas reacciones quimicas de aplicaciones variadas. En primer
lugar estd el agua (o el mismo hidrégeno) que pasan a peréxido
de hidrégeno y luego ceden su oxigeno; las sales manganosas y sus
6xidos, que se emplean en Analisis quimico con permanganato
potésico en medio clorhidrico o sulffirico (dosis de hierro, de ma-
teria orginica en aguas, etc.); la esencia de trementina o agua-
rris ‘antiguo, que se usa para la reaccién de WEBER de investiga-
¢i6n de sangre en heces, ete. A veces el autoxidante y el aceptor
pueden ser una misma substancia en dos formas tautoméricas dis-
tintas.

Movurey y DUFrRAISSE han probado que estas cesiones de oxi-
ceno de los peréxidos al aceptor pueden evitarse con la interpo-
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sicién de otro cuerpo, llamado Antioxigeno, el cual es muy oxida-
ble y toma el oxigeno del perdxido antes que lo haga la substan-
cia aceptora; la hidroquinona y el pirogalol son antioxigenos tipi-
cos y se utilizan en la préctica para evitar la facil oxidabilidad
de la acroleina.

Sistema Bacu-CHODAT.—Haciendo aplicacién de la teoria an-
terior, suponen estos autores que en las células y tejidos animales
se forman peréxidos, los cuales ceden su oxigeno activo al desdo-
blarse por la accién de unas diastasas, denominadas por ello pero-
xidasas. El sistema Perdzido—Peroxidasa constituye una oxidasa
completa y se revela su existencia en las células afiadiéndolas un
reactivo facilmente oxidable y que se transforme por la oxidacién
en un cuerpo coloreado. Este es el fundamento de la reaccion de
KremBIicH para descubrir las granulaciones de los mielocitos tifien-
do los cortes de dérganos con disolucién de adrenalina al 1 por
mil; esta hormona es un difenol:

HO

HO >06H3 — CHOH —CH,— NH — CH,

y, por tanto, es un cuerpo ficilmente oxidable; con el oxigeno des-
prendido por la aceién de la peroxidasa sobre el perdxido (ambos
existentes en esas granulaciones) se oxida y forma cuerpos ama-
rillo-pardos (con los leucocitos neutrdfilos) o negros de melanina
(con las células eosindfilas). Analoga es la reaceién de ScHULTZE
o de las oxidasas, tan empleadas en Histologia para diferenciar
estos mielocitos o los leucocitos. granulosos, de las deméas células;
aqui el reactivo es una mezcla de parafenilenodiamina y a-naftol;
la cual da un indofenol blanco que pasa a azul en presencia. del
oxigeno activo desprendido del sistema Peréxido-Peroxidasa u Oxi-
dasa Completa existente en dichos elementos histolégicos; como
también existe y se investica del mismo modo en las células de las
terminaciones nerviosas, en los glomérulos renales, en el reticulo
endotelial, y en las glindulas salivares y lacrimales. HEsta reaccién
es la misma descubierta por EHRLICH en 1885 y llamada corriente-
mente Nadi-reaceién, con la sola variante de que este tltimo utiliza
la Dimetilpara-fenilenodiamina (o sea el derivado dimetilado) en
lngar de la base sin substituir; de la primera silaba de cada uno
de los dos componentes que constituyen el reactivo se forma la
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palabra Nadi; la oxidasa recibe entonces el nombre de Indofenolo-
xidasa y de ella nos ocuparemos especialmente mas adelante.

La acecién tan conocida e interesante, de la Lacasa, el fermento
del latex del arbol de la laca, se explica de anilogo modo; es una
oxidasa que actia sobre polifenoles alli existentes produciendo su
ennegrecimiento y la formacién de la verdadera laca, negra, bri-
llante. Tuo mismo podemos decir de la Tirosinasa, determinante de
la produccién de Melaninas a partir de la Tirosina (J. JiraL). En
muchos de estos casos, se defiende la presencia insustituible de un
metal (manganeso principalmente) con lo cual se relaciona esta
teoria con la de WARBURG, que expondremos a continuaeién.

Pero el propio BACH reconoce que en muchos tejidos no existe
més que la Peroxidasa y falta el Peréxido; entonces el sistema
es una Oxidasa indirecta o incompleta, y para reconocer su exis-
tencia es indispensable afiadir un peréxido al reactivo cromégeno.
Las tan conocidas reaceciones de investigacion de sangre en heces
fecales, orina o jugo gastrico, para diagnosticar hemorragias in-
ternas, tienen su fundamento en la existencia de una peroxidasa
en la sangre. Se emplea como peréxido el agua oxigenada o la
esencia vieja de trementina; y como reactivo eromégeno, la tin-
tura de guayaco o la bencidina; la conjuncién de estos tres fac-
tores (Peroxidasa de la sangre, peréxido descomponible por la
anterior liberando oxigeno atémico, y reactivo cromégeno oxi-
dable por ese oxigeno para producir una materia colorante),
determina la formaecion de un compuesto azul. En el caso de la
bencidina: NH,—CH,—C,H,—NH, se origina una quinhidrona
por oxidacién de los niicleos benzénicos integrantes de su mo-
lécula; en el de la tintura de guayaco, el dcido guayacénico de
ésta:

OCH,
(Ol DOOHa .. v
GH, 0l <0HC, D S
| NS e e
CH, OCH,

Aecido guayacsnico.

se transforma en un producto de oxidacién azul, separdndose dos
hidrégenos oxhidrilicos, con un oxigeno para formar agua, y
reemplazindolos otro oxigeno de la molécula de este gas.
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Pero esta teoria de BacH-CHODAT tiene fuertes objecciones.
Cuerpos muy facilmente oxidables in vitro, por el oxigeno molecu-
lar, no son oxidados en los tejidos por el oxigeno atémico que se
desprende del perdxido; tal sucede con el fésforo el arsénico, el
metanal, el &cido oxélico. La llamada degeneracién grasa del higado
(degeneraci6n, infiltracién o lipofanerosis) en los casos de enve-
nenamiento por el fésforo o el arsénico estd precisamente earacte-
rizada por un gran retardo en las oxidaciones intraorginicas; y este
metaloide, el fosforo, que es tan oxidable que no puede conservarse
en el seno del aire, no se oxida y, ademas entorpece las otras oxida-
ciones en los tejidos; hecho inexplicable si existen oxidasas tan
activas en el interior de los organismos. Ademés, las oxidasas que
han podido aislarse y estudiarse fuera de los érganos son muy ines-
tables frente al oxigeno activo el cual anula completamente toda
su aceidn.

Teoria de Warburg—Tiene esta teoria explicativa de las oxida-
ciones intraorgénicas su antecedente en la de G. BErRTRAND, ideada
para explicar la accién de la lacasa (antes mencionada) y en gene-
ral de todos los fermentos llamados oxidasas; en las cenizas de todas
las que han logrado aislarse existe siempre un metal al estado eo-
loidal (manganeso o hierro principalmente); y se pensé que estos
fermentos estdn constituidos por una parte orgénica asociada a un
metal que acttia como catalizador de aquéllas. EI hecho de que las
sales manganosa produzean en contacto del aire la oxidacién de va-
rios polifenoles, como ocurre con la hidrogquinona; el que esta oxida-
cién sea més rapida e intensa en presencia de un coloide como la
gelatina o la albimina ; el que puedan obtenerse verdaderas oxidasas
artificiales con un coloide y sales ferrosas; y el que en todos estos
experimentos se manifieste una verdadera especificidad de la ae-
cién oxidante, que depende de la naturaleza de la sal metalica em-
pleada, (cloruros, citratos, carbonatos, éxidos, ete.), son apoyos
firmes de la intervencién indispensable de un metal en las oxida-
ciones in vwo; en definitiva, se trata de fermentos metilicos que
actiian sobre un soporte coloidal.

WarBURG amplié todos estos hechos y practicé nuevas experien-
eias. Contrariamente a lo que pensé Liesic (1843) no estimé que la
Hemoglobina fuese un simple transportador del oxigeno atmosfé-
rico a los tejidos; pensé que también era un activador de ese oxige-
no y que la funcién activamente radicaba en el hierro de aquel
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pigmento y no era exclusiva de él sino que la compartian otros di-
versos (citocromos, fermento respiratorio) pigmentos ferruginosos
que contenian aquel metal al estado de ion ferroso o divalente. El
ciclo de su intervencién se explicaba por el paso a trivalente. en
presencia de oxigeno molecular, cesién del oxigeno atomizado al
substrato y retorno del hierro trivalente a bivalente para recomen-
zar su actuacion:

(I Fe- -
\m

v
\
)

Fe--
/

Entre las experiencias clasicas que su autor ideé en defensa de su
teoria estdn las oxidaciones in wvitro practicadas en presencia de
carbén de sangre (que tiene nitrégeno y hierro) y oxigeno del aire;
asi se logra oxidar, hasta el término final de.anhidrico carbénieo
y vapor de agua a un cuerpo tan estable como el 4cido oxalico:

CO0OH

| +0=2C0,+ H,0;

COOH
y asi también se logra oxidar el azufre de la cistina hasta el
término de 4cido sulftrico. Se admite que no solamente el hierro
actila como catalizador sino que en muchos casos es el nitrége-
no el que desempefia este papel; y son compuestos nitrogenados,
porfirinas diversas, las que se encargan de retener al 6xido de
carbono formando cuerpos totalmente inactivos para la respira-
cién. WARBURG insiste mucho en la aecibn propiamente super-
ficial en el sentido de que el oxigeno se activa Gnicamente en la
superficie del substrato que es donde se absorbe primeramente por
este. Finalmente el hecho de impedirse todas estas oxidaciones en
presencia de minimas eantidades de 4cido cianhidrico (0’0001 N) se
expliea perfectamente porque actiia sobre el metal directamente
produciendo cianuros téxicos o insolubles separando a: aquél del
sistema.
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Pero deben consignarse, como hechos inexplicables con esta teo-
ria, el que ni la glucosa ni los deidos grasos se oxiden por el carbén
de sangre aunque son fécilmente oxidables; que si lo es el 4cido
oxalieo en la experiencia in vifro, no se oxida nunca en la intimi-
dad de los tejidos y que €l CNH tiene siempre una funcién inacti-
vadora de todo fermento cualquiera que sea su estructura molecu-
lar. Afiadamos, que el propio WArBURG ha logrado aislar el llamado
‘“‘Fermento respiratorio amarillo”’ de la levadura de cerveza y el
cual no tiene hierro en su molécula; como tampoco lo tienen una
serie de cuerpos (Codehidrasas I y II) que también intervienen
en los procesos respiratorios de los tejidos.

Teoria de WIELAND.—Tiene su antecedente en el hecho descu-
bierto por TRAUBE en 1882 de que muchas oxidaciones se producen
por el simple contacto de la substancia oxidable con oxigeno mole-
cular en medio acuoso y con un metal ; éste fija oxidrilos del agua
para formar su hidréxido y los hidrégenos sobrantes se unen con
el oxigeno para producir agua oxigenada, que es la que en defini-
tiva hace esta oxidacién indirecta: Zn 4 2 H,0 = OH — Zn(OH),
-+ H,0,. WieLaND sacé de aqui la consecuencia (1912) de que en
definitiva, el papel del oxigeno molecular no era el de fijarse so-
bre la substancia oxidable sino el de ser aceptor de hidrégno cedido
por ella; es decir, que las oxidaciones son en realidad deshidrogena-
ciones y no se producen més que en presencia de cuerpos capaees
de hacer desprender este hidrégno de la substancia y de retenerlos
en su masa siendo, por ello, verdaderos aceptores de hidrégeno.
Pueden citarse muchos cuerpos los cuales se oxidan de este modo
indirecto: deshidrogenindose; bien directamente o bien eon el con-
curso del agua. El amoniaco y la hidracina se cambian en nitrégeno
simple, por deshidrogenacién :

NH,=N+H,; NH,—NH, — N, - 2 H,

el 4cido sufhidrico pasa a azufre, del mismo modo: SH, — SUL .
v el dcido sulfuroso se oxida a 4eido sulfiirico, ya con la interven-
ci6n del agua:
H
b
S0, —H=180,; 80, + H,0=S0,H,
X
OH

Ferm.—7
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Entre los cuerpos organicos puede citarse la transformacién su-
cesiva de un aleohol en aldehido; y de un aldehido (su hidrato) en
dcido:.

R—CH,0H— - —>R—COH + H,

/OH
R~CH\ =R—COOH + H,
OH

]a de un amino-acido en imino—4ecido, el cual se desdobla finalmen-
te en aldehido, anhidrido carbénico y amoniaco:

R-CHNH,- COOH——> R-C-COOH + H, ; R-C-COOH=R-COH - CO,+NH,
NH HN

la de una cadena carbonada saturada en su producto de deshidroge-
nacién con formacién de doble enlace:

R—CH,—CH,—R'=R—CH=CH—R/-+H,

la deshidrogenacién de los derivados de la naftalina (pas6é de
Equilina e Equilenina) ; y también la transformacién del aleohol en
4cido aecético en la fermentacién de las substancias que tienen el
primero (vino) mediante las bacterias acéticas. Se requiere, como
hemos dicho, siempre, la presencia de un aceptor de hidrégeno;
en muchas de las reacciones anteriores este aceptor es el negro
de paladio, el cual retiene a aquel gas ocluido o combinandose
con él para formar el hidruro correspondiente; pero también se
produce la deshidrogenacién de la substancia con otros aceptores,
tales como la quinona (que pasa a hidroquinona) y el azul de
metileno (que pasa a su leucobase incolora) :

=0 ' 0—OH

HC CH HC N CH
.l 1 g ’
HC '\ CH Hel Jom

¢=0 C—0H

Quinona. Hidroguinona.
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CH N CH
HC hc N\ cH

()HS/IN i e e R
& om s cH

Azul de Metileno.

CH NH CH

e 7§ [O\CH
A | e
RS NG N NP N<CH§ +CIH

CH S8 CH

Leucobase.

en presencia de cualquiera de estos dos cuerpos se consigue, incluso
oxidar al méaximo a la glucosa transforméndola totalmente en anhi-
drido carbémnico y agua. A veces sirve de aceptor de hidrégeno el
propio oxigeno molecular, el cual se cambia en agua oxigenada:

H-+ O0=0=H0—O0OH

i vivo es muy dificil demostrar esta formacién porque todos los
tejidos tienen catalasa la cual descompone inmediatamente al perd-
xido de hidrégeno resolviéndolo en agua y oxigeno; pero BERTHO
ha podio operar con bacterias lacticas absolutamente exentas de ca-
talasa y demostrar la produccién de agua oxigenada cuando aqué-
llas actfian sobre la glucosa para transformarla en acido lactico.
WaRrBURG no admite que el oxigeno molecular actiie como acep-
tor de hidrégeno, sino a lo sumo, como un catalizador intermedio
porque interviene la leucoforma del Fermento amarillo descubierto
por ese autor (FH) que es la que retiene al oxigeno molecular ce-
diendo su hidrégeno para formar agua; €l Fermento amarillo des-
hidrogenado es luego el verdadero aceptor y actia como una ge-
nuina deshidrasa, muy especialmente en la glucolisis anaerobia. De
ahi nacib el concepto de respiracién sin hierro (el Fermento ama-
rillo no es compuesto ferruginoso) y el de deshidrogenacién ; esta se
lleva a cabo por el dicho fermento o por otras Dehidrasas tales
como las de los 4cidos lactico (de la levadura) y citrico (del higa-
do) o las de la glucosa y sus esteres fosféricos (del higado). Sin
embargo algunas Dehidrasas actGian con el concurso del oxigeno
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molecular (las del Bacterium Coli, la reductasa de SCHARDINGER)
y se llaman por eso owzitropas en oposicién a las que no necesitan
oxigeno, las anoxilropas.

Un aceptor del hidrégeno muy interesante es el descubierto por
LipscHITZ, que es el metadinitrobenceno, el cual toma hidrégeno
para producir metanitrofenilhidroxilamina; como el primer cuer-
po es incoloro y su producto de hidrogenacién amarillo, la hidro-
genacién del substrato se observa fécilmente:

NO, — C.H, — NO, + 2H,= NO, — ¢ ;H, — NHOH + H,0

este cuerpo deshidrogena facilmente a muchos dcidos saturados y
el tejido muscular le cede también su hidrégeno en ausencia de
oxigeno, respirando asi por deshidrogenacitn; lo mismo le sucede
con las bacterias vivas; los espermatozoos, inmovilizados en atmos-
fera de hidrégeno, recobran su actividad en presencia del meta-
dinitrobenceno; y hasta los narcéticos, que paralizan la respiracién
en los tejidos, inhiben también la accién de este reactivo. Tan
anilogo es a las Dehidrasas naturales y tan activo es para las oxi-
daciones orgénicas, que se ha utilizado en Terapéutica (con los
nombres de Nitral, Dinitral, ete.) para combatir la obesidad y ha-
cer desaparecer las grasas de reserva del tejido adiposo, las cua-
les se oxidan, se queman rapidamente, con el concurso de este
cuerpo singular.

A veces el aceptor del hidrégeno es el propio substrato; una
parte de él se hidrogena a beneficio de la otra parte que pierde
hidrégeno ; tal sucede con los aldehidos con intervencion de agua:

OH

OH— R—CH,0H -+ R—COOH

s
H
el caso tipico se da con el etanal, el cual se transforma en una
mezela equimolecular de etanol (aleohol) y etanoico (&cido acé-
tico) ; a este proceso quimico se llama Dismutacion o Reaccién de
CaN1zzARO por recuerdo al quimico italiano que lo deseubrid; y
se denominan Dismutasas a los Fermentos que le determinan. Ya
veremos, al ocuparnos de la glucolisis, la gran importancia y apli-
cacién que tiene este proceso.

La Hamada reaccién de la reductasa de SCHARDINGER, que se
utiliza para el diagnéstico diferencial de la leche eruda y de la
hervida, se explica fdcilmente con esta teoria de deshidrogena-
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cibn de WierAND; anadiendo azul de metileno y metanal (for-
mol) a la leche, se observa una decoloracién del azul en el caso
de la leche fresca porque ésta conserva una diastasa reductora,
que es la responsable de esa decoloracién y la cual se destruye
por el calor, y por eso la reaccién es negativa en el caso de la
leche hervida. Segiin la teoria que exponemos, las cosas suceden
de otro modo; el azul de metileno es un aceptor de hidrégeno y
lo toma del metanal con lo cual aquél pasa a leucobase y éste a
dcido férmico:

E4ﬁ<$}ﬂkmmH+m;MM+&:BMm+MH;

la supuesta reductasa no hace mas que activar estas reacciones.
Modernamente se ha podido observar que el proceso quimico es
méis complejo, como veremos al ocuparnos especialmente de esta
diastasa, pero €l fundamento de él es el que acabamos de expo-
ner. La reductasa es una dehidrasa del tipo de la aldehidrasa o
aldehidomutasa que provoca una dismutacién del aldehido; tam-
bién se la supone idéntica a la xantinoxidasa.

Esta teoria de WiELAND explica también las supuestas oxi-
daciones de las largas cadenas earbonadas de los 4eidos grasos
naturales, los cuales experimentan unas deshidrogenaciones (para
originar dobles enlaces en sus moléeulas) seguidas de hidratacio-
nes (para producir 4cido-alcoholes) y de nuevas deshidrogena-
ciones (para dar 4cidos ceténicos inestables) e hidrataciones (pa-
ra romper su eadena y originar 4cidos con la mitad de carbonos
que el primitivo). Por esta serie de procesos quimicos y sin la
intervencién del oxigeno pero si de las diversas Dehidrasas, puede
explicarse la transformacién de grasas en carbohidratos y vice-
versa si la serie es inversa: :

R R R R R
CH, GH, CH, CH, CH,
OH, oH CHOH o COOH
CH, CH cH, CH, CH,
CO0H COOH COOH COOH COOH

Un aceptor de hidrégeno muy interesante es la aloxana que
pasa a aloxantina:
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NH—CO NH—CO CO—NH
// (! // 1 | \
2 00\ (ORE I—L:(JO\ HO—C——C—OH / CcO
\NHE—CO \NE_$0 Go—NH
Aloxana Aloxatina

en su empleo estd fundada la llamada reaccién de STRECKER, en
virtud de la cual se pueden desintegrar las moléculas de amino-
4cidos transformandose éstos en aldehido, amoniaco y anhidrido
carbénico; de este modo se explica el paso de Proteinas (integra-
das por amino-decidos) a carbohidratos (formados por condensa-
c¢ién de aldehidos) y a grasas (originadas de los hidratos de car-
bono como acabamos de ver):

R—CHNH,—COOH + H,0 =R—COH + NH, + CO, 4+ H,

Claro es que también aqui intervienen, al lado de las Dehidrasas,
otros Fermentos, tales como las Desaminasas y las Descarboxilasas.

WIELAND reconoce que existen 4m wvwo actividades reductoras
sin la intervencién de Dehidrasas. Tales son las producidas por
cuerpos como la cistina y la glutathiona que poseen en su molé-
cula grupos sulfhidrilo SH los cuales pueden perder su hidrégeno
(que ceden a los tejidos) oxiddndose ellos; o tomar ese hidré-
geno la forma oxidada para restablecer los grupos SH primitivos:

2 COOH-CHNH,-CH,-SH=(COOH-CHNH,-CH .—-S-) . H,
Cisteina (Cistina

2 COOH—CHNH,—CH,—CH.—CONH—CH—CH,-—SH
Glutathiona reduecida

1 =

i
CONH—CH.—COOII

(COOH—CHNH,—CH,—CH,—CONH—CH—CH,—8—), + H,
Glutathiona oxidada i
CONH—CH,—COOH

Hoprins (1923) logré aislar de la levadura la glutathiona, la cual
se encuentra también en todos los tejidos; es un tripéptido for-
mado por cisteina, dcido glutdmico y glicina (glicocola) y es, con
la cistina, un verdadero transportador de hidrdégeno con euyo con-



103

curso se explica la respiracién intratisular sin interveneién de oxi-
geno, de Fermentos y de metales catalizadores. Como: hemos .indi-
cado antes, las reacciones son reversibles y estdn fuertemente in-
fluenciadas por el valor de Py ;en medio acido (Pg == 68) la for-
ma reducida G—SH es la estable y su hidrégeno no es cedido; en
medio basico (Pg = 7'4) sucede lo contrario y la forma anterior
pasa a G—S—S—G que es la oxidada, con pérdida de hidrégeno;
en medio casi neutro, como sucede en los tejidos, hay reversibilidad
de la accién 6xido-reductora. Ademés el sistema Glutathiona-Teji-
do es termostable y resiste hasta 100°. Actualmente se ha podido
demostrar que la accién de la Glutathiona no es exponténea sino
que necesita el concurso de un activante, que es el hierro (eonfor-
me a la teoria de WARBURG) y que puede ser el cobre, la hemina,
o el Acido escdrbico (LYMAN y GuzMAN) ; y posiblemente también,
el de una Dehidrasa; con lo cual ya no debe considerarse a este
cuerpo como Fermento respiratorio ni ecomo catalizador interme-
dio. No puede todavia precisarse la naturaleza quimica del subs-
trato sobre el cual actGa la Glutathiona; se asegura que lo son
(que se hidrogena con él) los acidos grasos no saturados, y que
le ceden su hidrégeno la glucosa y ciertas proteinas; en cambio
el hexosamonofosfato, de levadura y de eritrocitos se reduce muy
rapidamente con Glutathiona. También este cuerpo.funciona co-
mo activador de todas las Papainasas, como ya vimos; pero en
forma tiol (Con SH libre) porque se combina con indicios del
metal alli existente y que es el que paraliza la aceién diastasica;
en cambio la activacién que ejerce sobre la amilasa es deblda a
la forma oxidada: GS—SG.

También es preciso reconocer la existencia de genuinag Oxida-
sas ademéas de las Dehidrasas; y asi se consignan, y estudiaremos,
en la clasificacién de OPPENHEIMER.

No son en realidad incompatibles las dos teorias de WARBURG ¥
de WIELAND, que se disputan actualmente la exclusiva para expli-
car las oxidaciones y reducciones intraorgénicas; en su esencia
la primera supone una activacién del oxigeno molecular debida a
su fijacién por el hierro ferroso el cual pasa a férrico; en cambio
la segunda supone que el mecanismo de la oxidacién consiste en
una activacién del hidrégeno por las Dehidrasas. La compatibili-
dad de ambos conceptos reside en la naturaleza ‘del substrato y

o

sobre todo en la fase que se considere, Para la anoxibiosis (desmoli-
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sis en ausencia de oxigeno) la teoria de WIELLAND es vilida y va-
liosa; para la fase oxibiftica (final o subsiguiente a la anterior)
el concurso del oxigeno es indispensable y entonces su activacién
por el hierro, segin WARBURG, estd bien plenamente demostrada.
El hidrégeno que se desprende del substrato se une con el oxigeno
activado (no con el molecular como suponia primitivamente este
autor) en la mayor parte de los casos; pero no en todos (las oxi-
daciones de la hipoxantina, de la xantina y de los polifenoles,
requieren, la presencia de oxigeno molecular que acepta hidrégeno
activo para formar peréxido de hidrégeno).

No olvidemos nunca que el proeceso de oxidacién va siempre
acompafiado de otro inverso de reduccién, y reeiprocamente. Un
cuerpo se oxida a beneficio de otro que se reduce; y es indiferente
que consideremos el primer proceso eomo una fijacién de oxigeno
en el substrato o como una substraccién de hidrégeno. Deberemos
siempre por lo tanto, hablar de 6xido-reducciones.

Teortas de las cadenas de radicales, de HABER y WILLSTATTER.
—No estorba ni contradice esta teoria a ninguna de las anteriores
v no tiene al decir de sus autores, mis objeto que completarlas.
Los Fermentos empiezan por desprender del substrato wn hidro-
genion, H®* (y no una molécula de hidrégeno como supone War-
BURG) ; este ion hidrégeno va al aceptor y el substrato queda con-
vertido en un radical el cual actiia sobre €l resto del substrato en pre-
sencia del oxigeno molecular liberdndose un radieal oxhidrilo que
también influye sobre el substrato produciendo un radical. En
definitiva, es una activacién del substrato por produccién en él de
radicales sucesivos, los cuales son mucho més reactivos que aquél.
Aclararemos con algunos ejemplos esta concepeibn:

El paso de alcohol a aldehido tiene lugar en virtud de la cade-
na de radicales que expresan las ecuaciones siguientes:

CH,—CH,OH{- Diastasa — CH,—CHOH-|-H®-{ Monodesoxidiastasa I

CH,—CHOH +CH;—CH,0H4-0,=2 CH,—COH-+O0H}H,0 II

CH,—CH,0H-- OH=CH,—CHOHH,0 ; 11T
2

el radieal producido: en I actiia sobre nueva cantidad de aleohol
dando radical OH en II; el OH actfia sobre nueva cantidad de

!
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alecohol y da el radical segin III que actia sobre una nueva can-
tidad de aleohol, y asi sucesivamente.

El aldehido pasa a 4cido de modo anilogo:
CH,—COH———>CH,—CO-} H®

CH—COH+ CH,;—C040,4+H,0 = 2 CH,—COOHOH

CH,—COH-{ OH = CH,—CO+H.O

La Dismutacién de Canizzaro se produce asi:

CH;—CO+4 CH;—COH -} H,0 = CH,—COOH+4CH,—CHOH

CH,—COH--CH;—CHOH = CH,—CH,0H{+CH,—CO
La deshidrogenacién del 4cido succinico para pasar a fuméirico
en presencia de quinona se expresa del siguiente modo:

COOH—CH,—CH,—COOH—————>C00H—CH,— CH—_COOH-H®
COOH—-CHZ—f}I-—COOH_{_Quinona = COO‘H—-Cﬁ — CH_-COOH-
Meriquinona OH—C,H,—0—
COOH—CH,—CH,—~COOH4+OH—C;H—0— =C00H—CH,—-CH-COOH}

Hidroquinona OH—C,H,—OH

En realidad esta teoria ha tenido escasa aceptacién aun a pesar
de la enorme autoridad de sus autores.

Teoria electronica. — Ya se inicia en la teoria anterior la consi-
deracién del ion hidrégeno con su carga eléetrica positiva. En la
teoria que vamos a exponer, las oxidaciones y reduceciones se expli-
can por emigracién o intercambio de electrones entre €l cuerpo oxi-
dante y el oxidado. Decimos que el hierro divalente Fe-- se oxida
a trivalente Fe': y pasa de ion ferroso a férrico, mediante una oxi-
dacién en la cual no figura para nada ni el oxigeno ni el hidrégeno;
ha habido simplemente ganancia de un electrén positivo en el 4tomo
de hierro (o pérdida de un electrén negativo) ; recordemos que en
la concepeibén del 4tomo segtin BoHR, ¢l niicleo de estos se encuentra
constituido por protones (electrones positivos) idénticos a los del
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atomo de hidrégeno rodeados por electrones negativos en mucho
mayor niimero que el de aquellos y de los cuales dependen las pro-
piedades quimicas del &tomo asi como depende de los protones su
masa y su peso atdmicos. Se admite que el dtomo de hidrégeno
estd formado por un solo electrén y positivo; es el protén aislado,
el atomo de electricidad positiva. Existe una correlacién estrecha,
que casi es identidad, entre valencia, electrén y carga eléctrica.

La oxidacién de un ion se caracteriza por la pérdida de elec-
trones negativos o por la ganancia de protones; la reduccién tiene
las caracteristicas contrarias; los dos procesos coexisten siempre.
La accién de los reactivos oxidantes se explica facilmente, con esta
teoria. Citemos, como ejemplo a dos de los més usades; el per-
manganato y el eromato potésicos. La accién del primero en me-
dio 4cido se explicaba por la reaccién siguiente en la cual figura
desprendimiento de oxigeno:

2 MnO,K 4- 3 SO.H, = SO,K, + 2 SO Mn + 3 H,O + O,

actualmente se expliea por la pérdida de cineo electrones positivos
del Atomo de manganeso (que es heptavalente en el permanganato
y es divalente en la sal manganosa que se forma) ;

M:t=Mn" +

los cineo atomos de oxigeno desprendidos en la primera ecuacién
corresponden a diez de hidrégeno para las dos moléculas de per-
manganato que figuran en ella, o sea a cinco atomos de hidrégeno
por cada una; (5 protones, 5 cargas eléctricas positivas) que es lo
que figura en la segunda ecuacién conforme a esta teoria electrénica.
Si el permanganato funciona en medio alecalino, es menos oxidante
porque pasa a biéxido de manganeso, en el cual el metal funciona
como tetravalente; el desprendimiento de oxigeno es menor (O, en
vez de O;) y la liberacién de electrones también lo es:

2 MnO,K = 2 MnO, + K,0 + O,
Mn::: =Mn: 4 *

La accién del bicromato potésico se explica de modo analogo;
el cromo hexavalente en esa sal pasa a trivalente en el sulfato
erémico liberando tres cargas eléctricas:

Cr,0.K, + 4 SO,H, = 80,K, 4-(80,), Cr,+4 H,0 + O,
Orii==Cr= 4
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Las substancias seran més o menos oxidables, y los reactivos méas
o menos oxidantes, segtin las facilidades con que las primeras reciban
y los segundos cedan esos electrones. Pero en el transporte o emi-
gracién de estas masas eléctricas se determinard una diferencia o
caida de potencial el cual podra medirse con relacién a una unidad
que es el eléctrodo normal de hidrégeno; bien por la presién que alli
tienen este elemento y que es de una atmésfera; o bien midiendo la
fuerza electromotriz determinada por esa caida de potencial. Pu-
dieran, de este modo, clasificarse los sistemas de Oxidacion-Reduc-
cién (las dos reacciones se producen casi simultdneamente) o mas
abreviadamente sistemas Red-Ox, por el valor de su Potencial pues-
to que cada sistema libera iones H los cuales se descargan en el
electrodo hasta que se establezea un equilibrio con éste; ese equi-
librio dependeri y se reflejard en la presién del gas hidrégeno. El
Potencial Redox puede calcularse por la férmula:

0’060 Ox
E:T.log Red +E0

en la cual n es el nmero de electrones transportados, Oz y Red
son lag concentraciones de la substancia oxidada y de la reducida,
E, es el potencial del eléctrodo de hidrégeno sumergido en una
disolucién de iones H® y en contacto con una atmoésfera de gas
hidrégeno. Pero en general; el potencial Redox se expresa por el
simbolo Ry que es igual al logaritmo del nimero inverso de la
presién de hidrégeno necesaria para osstener el equilibrio del elée-
trodo normal de hidrdégeno; el valor normal de Rges el de 22
atmoésferas: ?

o I 1 it ; :
Rg = log T =log Prosnde = 22 atmoésferas;

un tejido o una célula sera tanto mis oxidable cuanto menor sea el
valor de Ry por bajo de la cifra 22; y reciprocamente. El valor de
Ry se influye mucho por el de Py del medio, como es légico supo-
ner. Para un valor de Pg =17 (casi neutralidad) puede determi-
narse el de Rg por medio de indicadores determinados; los més
usados son los siguientes. los cuales se decoloran o viran a los
valores de Ry que se indican en el cuadro:

Azul de metileno............. 14904 S8 Phionina s Ll i 16706
AwulaNilok. . Bl . stione 92 Orthocresolil_ldofenol ......... 2050
Fenosafranina .............. 5’70  Metabromofenolindofenol ..... 22/3

Rojo neutro.................. 2/30  Ferricianuro potésico......... 28'4



108

El valor de Ry es igual en el niicleo que en el protoplasma de
las células; tiene su valor m4ximo en el cerebro y en el corazén del
organismo; su indice medio en los tejidos y su minimo en el pul-
mén y en el higado. En medio anaerobio el valor es de 20 y en
medio aerobio baja a 11 6 12.

Los sistemas oxidoreductores se llaman positivos cuando pre-
domina en ellos la oxidacién sobre la reduccién; tales son por
ejemplo, el Hemoglobina-Oxihemoglobina, el Fermento respirato-
rio de WARBURG Yy el citoecromo. Los negativos son los genumamen-
te reductores: Cisteina, o Glutathiona.

Teoria de la B-Ozidacién de KNoop. — La observacién funda-
mental de este investigador es la de la oxidacidn de los 4cidos aro-
méticos en el interior del organismo cuando su cadena lateral tiene
un nimero ¢mpar de dtomos de carbono; todos son eliminados por
la orina al estado de 4cido benzoico; si la cadena lateral tiene un
namero par de eslabones, el icido eliminado es el fenilacético. Lo
explica el autor admitiendo forzosamente que la oxidacién de esas
cadenas tienen lugar desprendiéndose sus eslabones dos a dos, es
decir, rompiéndose por el carbono que ocupa siempre la posicién B:

C,H,—CH,—CH,—CH,} CH,—COOH
b«

Acido Fenilvalerianico.

O,H,—CH, CH,—COOH
tila

Acido Fenilpropiénico.

C.H,—COOH

Acido Benzoico.

CH,—CH,—CH,--CH,—COOH
ot

Acido Fenilbutirico.

C,H,—CH,—CO0OH
Acido Fenilacético.
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Ampliando estas observaciones a los &cidos grasos naturales, que
todos son aciclicos y de ntimero par de dtomos de carbono, se obten-
dran sucesivamente los productos de degradacién (siempre de nii-
mero par de carbonos). Asi, partiendo del dcido estearico se ten-
drédn. sucesivamente los siguientes:

CH, - (CH,) - CH,—CH,CRE Ldfor " 7 v deido estedrico
OH,— (CHY,F20ny ORS00 \"We%es o ,  palmitico
OH,—(CH,), —CH,—CH,—CH,~CO0H " ...........
CHAL(OH,), “LOB, - (U OmED60 . 11 tlelng

,,  miristico

,» laurieo

CH;—(CH,); —CH,—CH,—CH,—COOH ............ ,»  Caprico
CH;—(CH,); —CH,—CH,—CH,—COOH ............ ,  caprilico
CHs—(CH,;) —CH,—CH,—CH,—COOH ............ ,»  caproico

CH—CH ~— CHZCOOHE . [l S B aneiiy | ,»  butirico

Todos estos 4cidos han podido obtenerse por DAKIN empleando
como medio oxidante el agua oxigenada con un cristalito de sulfato
ferroso. Al llegar al 4cido butirico, la oxidaeién contintia pro-
duciendo sucesivamente los cuerpos siguientes:

OH - CHoCHLCGOOH. . i cosvinm . mo b o e bt dcido butirico
CHor = OH O OH GO0 s w1 aidn sviirievias v
CH;—CO—CH,—COOH ................c.....
CH,— GO CHL OO, . 7ol i

» P - oxibutirico
,»  acetilacético
5 acetona

Estas experiencias hechas in wvitro tienen su confirmacién en
otras practicadas en el interior del organismo. Si éste es diabé-
tico hay produccién de los tres cuerpos tltimos (que se llaman
cuerpos cetomicos) y que se eliminan por la orina explicdndonos
su existencia y produccién el metabolismo de las grasas. Pero
también ocurre lo mismo en el animal normal cuando se le inyec-
ta una gran cantidad de un butirato alealino. Y lo mismo su-
cede en el higado del perro si se le hace pasar en circulacién
artificial, sangre de buey con 4cido butirico; la sangre sale car-
gada de cuerpos ceténicos. Ahora bien, en la naturaleza no se
encuentran mdas 4cidos grasos que los de nfimero par de &tomos
de carbono (todos los anteriormente citados se hallan en la le-
che) que son, como vemos, los finicos cetégenos. Esto ha hecho
pensar a algunos investigadores norteamericanos que la grasa
adecuada para la alimentacién de un diabético seria la formiada
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por 4cidos de niimero impar de &tomos de carbono; asi se ha
fabricado sintéticamente una denominada Intarvin y que es un
glicérido del 4cido en C,; (heptadecanoico, el mal llamado de
antiguo #écido margérico). Pero el resultado no ha sido satis
factorio porque la f-oxidacién ciertamente es la predominante
pero no la exclusiva; con ella se produce la a-oxidaeién (degra-
dacién eslabén por eslabén) y también la w y otras.

Citemos todavia la w-owidacién, descubierta y desarrollada
por VERKADE; consiste en la oxidacién del grupo terminal CH,
de la cadena del acido graso, sin desprenderse ningin eslabén de
su cadena; entonces el primitivo 4cido monobésico se trans-
forma en bibéasico y es eliminado como tal por la orina. Se ha
podido comprobar este hecho para los 4cidos que tienen de 8 a
11 4tomos de carbono, especialmente para el caprilico y el ca-
prico.

H,— (CH,);—CH,—CH,—CH,—COOH .....4cido caprilico
COOH—(CH,) —CH,—CH,—CH,—COOH..... Acido octanodidico (subérico)

Se comprende facilmente que los dos procesos de By de o
oxidaeién pueden coexistir y dar origen a toda una serie de didei-
dos con nimero par de dtomos de earbono hasta llegar al sucinico:

COOH—CH,—CH,—COOH

RESPIRACION CON HIERRO Y SIN HIERRO

Las dos teorias generalmente aceptadas para explicar las Oxido-
Reducciones intraorginicas son la de WArBURG y la de WIELAND;
hemos visto que en la primera se admite la existencia indispensa-
ble de un metal (el hierro) que actiia como activador o catali-
zador del fermento o del agente oxidante; en la segunda no se
precisa mi siquiera la presencia del oxigeno y el proceso se ex-
plica como una deshidrogenacién. Evidentemente son conciliables
las dos teorias: porque la primera se aplica prineipal y casi ex-
clusivamente a la fase oxibibtica (aerobia) en la cual interviene
siempre el oxigeno como tal substancia; y la segunda tiene su em-
pleo en la fase anoxibiftica (anaerobia) en la cual no se precisa
este oxigeno.
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Pero en la genuina respiracién ocurre algo anilogo. Existen
pigmentos que intervienen en ella y que todos poseen hierro en
su moléeula; son los tipicos de la fase oxibitica y es el metal el
responsable de la oxidacién. EI hierro, ferroso, F++, que todos
ellos tienen, toma una carga eléetrica positiva o un proton y pasa
a hierro férrico, Fett+; se llaman todos estos procesos de Respi-
racién con hierro y los producen la Hemoglobina, el Citocromo
(los ecitocromos) y el Fermento respiratorio, ademés de la Cata-
lasa y de la Peroxidasa. Pero anticipémonos a establecer una di-
ferencia fundamental entre ellos; la Hemoglobina es un trans-
portador de oxigeno (cuyc gas se une con ella en unién floja,
reversible y aun no bien conocida) el cual se combina con su
idtomo de hierro ferroso y forma la oxi-hemoglobina; pero no lo
cede a los tejidos mAs que con €l concurso de los otros fermen-
tos respiratorios; es transportador pero no donador de oxigeno y
realmente no hay en él cambio de valencia de su atomo de hierro
el cual es divalente en la Hemoglobina y en la Oxihemoglobina.
En los otros fermentos ferruginosos mencionados el hierro fe-
rroso pasa a férrico y vieeversa. En todos se necesita oxigeno
v el proeeso bioquimico es oxibiftico y perfectamente explicéble
por la teoria de WARBURG.

La respiracién sin hierro la llevan a cabo el Fermento ama-
rillo y las Codehidrasas I (Cocimasa de EvrLer) y II (Coencima
de WARBURG); y también coadyuvan el Fermento intermedio,
v en muchos casos, diversas otras Dehidrasas (Fumarasa p.e.). To-
dos estos cuerpos estin desprovistos de hierro y ejercen una ac-
cién deshidrogenante en fase anoxibiftica y fécilmente interpre-
tada en la teoria de WIELAND.

Vamos a considerar ahora todos y cada uno de estos fermentos.

Fermento-Hemina.—E]l constituyente fundamental de la he-
moglobina, su grupo prostético (que unido a la globina consti-
tuye aquel fundamental pigmento respiratorio) es el llamado Pro-
to-Hem, que es una Protoferroporfirina.

Todo el considerable grupo de las Porfirinas, naturales y sin-
téticas, estd formado por cuerpos que derivan de uno fundamen-
tal denominado Porfina por KIRMANN:



1 HC CH 2
|
d | o
CH—C C CH
[ . 7 }
8 HC C C CH 3
2
Iv N HN II
4 i I
THC. - O C=——=—CH 4
] l
i NH ]
H( C/ \C“([‘H
i |
b b B
6 HC éH 5 PORFINA

Se representa mas cémodamente por el esquema simplificado
siguiente, en el cual se numeran con romanos los cuatro pirroles
integrantes, con ntumeros latinos los eslabones de los vértices de
ellos disponibles para la substitucién y econ las primeras letras
griegas, los eslabones CH de enlace entre los nteleos pirrélicos :

i 1 | 2
iob sadkion)
S i—.--l Y o [L—“l[ 3
|
| IV 1II }
| |
7 L,‘_‘ v o diautof
| I |
6 | . 5

Llamamos la atencién del lector respecto a las férmulas de
la Porfina y de todos sus dertvados: la posicién de los dobles en-
laces en los pirroles y en los metinos, puede variar, porque no esta
todavia definitivamente establecida (Pirrol I con un solo — en
1—2 o0 con dos = en 1—2 y en N—3J, ete.)
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Este cuerpo ha logrado obténerse recientemente por sintesis;
Hans FiscHER, que ha sido el creador de toda la Quimica de las
Porfirinas, ha conseguido Porfina artificial autocondensando Pi-

rrol-a-aldehido:
G C—COH

N

RoTHEMUND ha logrado la sintesis de este misme cuerpo eonden-
sando pirrol con formol:

'OH, + 0 = CH,
N

Substituyendo Atomos de hidrégeno por radicales diversos, en los.
nticleos pirrélicos integrantes de la molécula de la Porfina, se
obtienen teéricamente las llamadas Porfirinas; muchas de ellas
se encuentran repartidas en vegetales y animales; éstas y otras.
varias artificiales se han obtenido por sintesis; todas son colorea-
das y muchas ofrecen fluorescencia purptirea; se desdeblan en
los pirroles componentes que son los siguientes:

HCOT T ZC.H, HCJT 2[CH, HCJT 2 1, H,c
HCl4 gm H|j4 3 lcH, H.C 4
\
NH NH 1
Hemo. Cripto. Filo. Opso.

PIRROLES

De las Porfirinas la fundamental no oxigenada es la Etioporfi-
rina C,,H,oN,, que resulta de substituir en los pirroles de la Por-
fina, cuatro hidrégenos por cuatro metilos y otros ematro por cua-
tro etilos: es, por tanto, la 1——3——5——7———Tetrametxl—2——4——6—8—
tetraetilPORFINA :

Ferm.—8

«
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C.H;

H,C, : CH,

H,C ' C,H,

}b 5
Ho G e s v

ETIOPORFIRINA

| CH,

1-3-5-7-Tetrametil-2-4-6-8-Tetraetil PorrFINA.

La substitucién de estos radicales por otros en los cuales figuren
ya grupos funcionales diversos (doble enlace, alcohol, 4cido) mos
da otras diversas porfirinas entre las cuales merecen consignarse,
como méas importantes las siguientes:

1.—'—PROT‘OEORFIRINA.——-03 JH, N0,
1-3-5-7-Tetrametil-2-4-Divinil-6-8-Dipropi6énico-P
—CH=CH- —CH,—CH,—COOH

2, —-MESOPORFIRINA.—C, H,;:N,O,.
1-3- 5-7 Tetrametil-2-4-Dietil-6-8-Dipropiénico-P
—CH,—CH, —CH,—CH,—COOH

3 HEMATOPORFIRINA.—C,,H,N,O,.
13- ‘5 7-Tetrametil-2-4-Dietanol-6-8-Dipropiénico-P
CH,—CHOH— —CH,—CH, —COOH

4—COPROPORFIRINA. ——CSGHssl\ 0.
1- 3 5~7 Tetrametll—7-4-6-8-Tetraprop10nlco P
—CH,—CH,—COOH

——DEUTEROPORF‘IRINA —-CWH_,,ON 0,.

13- 5 7 Metrametil-2-4- D1prop10nlco-P
—CH,—CH,—COOH
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6.—PIRROPORFIRINA.—C,,H,,N,0,.
1-3-5-7-Tetrametil-2-4-Dietil-7-Propiénico-P
—CH,—CH, —CH,—CH,—COOH

7—RODOPORFIRINA.—C,,H,,N,O,.
1-3-5-7-Tetrametil-2-4-Dietil-6-Metanoico-7-Propibénico-P.
—CH,—CH, —COOH —CH,—CH,—COOH

8 —FILOPORFIRINA.—C,,H.;N,O,.
1-3-5-7-Tetrametil-2-4-Dietil-v-Metil-7 -Propiénico-P
—CH,—CH, —CH, —CH,—CH,—COOH

9.—UROPORFIRINA.—C,,H,N,0,s.
1-3-5-7-Tetrametil-2-4-6-8-Isosuceinico-P

/COOH
—CH—CHX cooH

10.—ETIOPORFIRINA.—C,,H_.N,.
1-3-5-7-Tetrametil-2-4-6-8-Tetraetil-P
—CH,—CH,

P = PORFINA.

De la lista anterior las Porfirinas ntmeros 6, 7 y 8 son constitu-
tivas de las clorofilas, ecuyos Pigmentos son de tan parecida es-
tructura quimica a los Heméaticos (Magnesio en lugar de hierro,
ete.) La Mesoporfirina existe en la sangre, la Hematoporfirina
se produce al tratar la Hemoglobina o la Hematina con &cidos
fuertes, los cuales la privan de su hierro; la Coproporfirina en
las heces y la Uroporfirina en la orina. En esta tiltima se supone
actualmente que cuatro de sus carboxilos son de 4cido acético y
los otros cuatro de 4cido propiénico en vez de ser los ocho de
acido isosucinico como hemos representado en la lista anterior.
Muchas porfirinas se han encontrado también en petréleos, betu-
nes y asfaltos de origenes animal y vegetal; se distinguen en to-
das ellas varias series de isomeros que se diferencian por el orden
de las cadenas laterales: Tipo I (orden 1-2-3-4-5-6-7-8) y Tipo III
(orden 1-2-3-4-6-6-7) por ejemplo.

La Porfirina que més nos interesa ahora es la primera, la
Protoporfirina; fijindose Fett en ella, (sustituyendo a los hi-
drégenos de los grupos NH de los pirroles IT y III) se tiene la
férmula de constitucion del Hem o Protohem :
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PROTO-HEM
H,0 = = CH=CH,
1
d CH CH o
H.C . —
O,
i / PP
v N Fe++—N I
7 \ 4
HOOC—CH,—H,C CH=CH,
N
Y CH ‘ B
III
6 5
HOOC—CH~H,C CH,

Este cuerpo se ha logrado obtener sintéticamente, como todas las
Porfirinas y demés precursores, por los métodos generales de H.
FISCHER, establecidos por este investigador y sus colaboradores.
Actualmente se disecute mucho la forma de unién del hierro con
el nitrégeno en todos los compuestos heméticos y ha sido muy
estudiada determinando la susceptibilidad magnética, con lo cual

se sabe si el metal estd unido iénicamente o por convalencias.

El hierro (como el cobalto y el niquel) tiene niimero impar de electrones
libres en el interior del 4tomo y no causan susceptibilidad paramagnética
porque la entrada de electrones a ese interior, unida con la formacién de

enlaces de covalencia, hace que algunos o todos de los electrones impares
desaparezean y causen propiedades diamagnéticas (es decir de suseeptibi-
lidad negativa) o hagan decrecer la susceptibilidad paramagnética del com-
plejo; esta (8) viene dada por la férmula:

I
S='_-
H

siendo I la intensidad de imantacién inducida y H la intensidad de campo
magnético; dividiendo el valor de S por la masa especifica del cuerpo se
tiene la susceptibilidad especifica de éste; y multiplicando esta Gltima por
el peso atémico o moleecular nos da, respectivamente, las susceptibilidades
atémicas o moleculares; todas ellas se miden colocando al cuerpo, liquido
o en disolucién, en un tubo en U, una de cuyas ramas se coloea entre los
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polos de un fuerte electroimin en tanto que la otra queda muy alejada de
éste; la diferencia de nivel en las dos ramas cuando pasa la corriente per-
mite determinar la susceptibilidlad magnética. De este modo han podido
establecer PAULIN y CORYELL que en el Hem (Protohem, Ferrohem, hema-
tina reducida) el complejo hierro-porfirina no tiene el hierro umido por
enlaces de covalencia sino que esti en combinacién iénica ya que existen
cuatro electrones impares demostrables por su conducta magnética; lo mis-
mo le ocurre a la Hemoglobina y tienen ambos una sola banda en su espec-
tro de absorcién; en cambio en el Hemocromégeno ferroso, en la Oxihemo-
globina y en la Carbohemoglobina (todos cuerpos ferrosos) la unién del
hierro con el nitrégeno se hace por covalencias y no es, por tanto, i6nica.
En los cuerpos férricos: Hematina (Hidréxido de Ferrihem) la unién es
siempre i6nica.

El Hem estid unido a una Proteina para formar la Hemoglo-
bina; esta unién puede hacerse por una sola valencia del Hem o
por dos, pero en el caso de la Hemoglobina siempre es por una
solamente ; esta valencia del Fe se fija en un grupo COOH de la
globina; y lo mismo sucede con la Catalasa y con la Peroxidasa.
Ninguno de estos tres pigmentos produce Hemocromdgeno por
reduceién a menos que la Proteina se desnaturalice; los tres tie-
nen un lugar de coordinacién libre para unirse con oxigeno (He-
moglobina) o con agua oxigenada (Catalasa y Peroxidasa). Los
pigmentos que no tienen Fe no se unen a las globulinas; tal sucede
con las Porfirinas.

Se ha discutido mucho acerca de la especificidad de las Hemo-
globinas porque desde hace tiempo se habia observado que su for-
ma cristalina variaba segfin el animal de que procediese (la de
ardilla en cristales exagonales, las otras en rémbicos pero en for-
mas diversas); y también el contenido en agua, la solubilidad y
la composicién centesimal. Posteriormente se han observado varia-
ciones dentro de la misma especie; los cristales de la Hemoglo-
bina de los negros son monoclinicos en tanto que la de los blan-
cos son rémbicos; los de los recién nacidos también son distintos
de los de adultos; el punto isoeléctrico es diferente en la he-
moglobina del varén y en la de la hembra; la composicién y el es-
pectro de absorcién de las hemoglobinas de adultos son bastante
diferentes aunque pueden agruparse en unos cuantos tipos. Se ha
podido, incluso, probar la existencia de dos hemoglobinas dis-
tintas en la sangre del recién nacido; una igual a la de la madre
v otra igual a la del feto demostrables por el estudio cinético de
la degradacién con las bases (Reaceién de voN KrUGEr). HAURo-
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wiTz ha puesto, ademis, en evidencia que siempre existen dos he-
moglobinas en la sangre, una la del adulto y otra la del feto que
persiste; en el recién nacido un 15% de la total es de la primera
clase y un 75% de la segunda; conforme crece el organismo dis-
minuye la segunda hasta desaparecer.

Actualmente se admite que todas las hemoglobinas, cualquiera
que sea su procedencia, tienen exactamente el mismo Hem, resi-
diendo sus diferencias en la Globina que las constituye; especial-
mente en el nitmero, calidad y forma de unién de sus amino-
dcidos integrantes, lo cual se refleja en la diversidad de sus es-
pectros de absorcién. El ntmero total de moléculas de amino-
dcidos encontrados en la hemoglobina del buey es de 2% X 32 = 576
de los cuales son 3 mol. de cisteina, 12 de arginina, 12 de prolina,
12 de tirosina, 16 de glutamina, 32 de histidina, 32 de 4cido as-
pirtico y 36 de lisina (BERGAMANN y NIEMANN) ; las de otros ani-
males difieren principalmente en el ntimero de moléculas de cis-
teina (2, 3, 6); la humana de los grupos A y B tiene 14 4tomos
de azufre y la del grupo O no tienen méis que 13. Todas las
globinas de vertebrados tienen el mismo tipo de composicién, eon
ligeras variantes: 4% de arginina, 8% de Histidina, y 9% de
lisina y en donde se diferencian es en la proporeién de cisteina.
En cambio la globina de invertebrados difiere de las anteriores
en la proporeién de los amino-icidos no sulfurados: 10% de ar-
ginina, 3 a 4% de Histidina, y 1 a 2% de Lisina. Por este mo-
tivo se distingue a sus Hemoglobinas con el nombre especial de
Eritrocruorinas, y también Clorocruorinas (J. RocHE). Las He-
moglobinas de vertebrados tienen todas el mismo peso molecular:
68.000; y también lo tienen relativamente bajo todos los pigmen-
tos endocelulares (hemeritrina), en tanto que los del plasma (He-
moecianinas, eritrocruorinas y -clorocruorinas) son de moléculas
enormes, con peso molecular de 300.000 a 500.000; pero siempre
en unos y otros eon mimeros multiplos de 17.000. Los cuatro
pigmentos respiratorios tipicos que pueden agruparse con la He-
moglobina son: Esta, la Clorocruorina, la Hemocianina y la Heme-
ritrina. Difieren en sus grupos prostéticos: Protohem, Clorocruo-
hem, Hemocuprina y Hemoferrina pero su globina es casi la mis-
ma. De las Clorocruorinas ya hemos hablado antes; son Hemo-
globinas de invertebrados, especialmente de ciertos gusanos ma-
'rinos (Polichetos), de color rojo en soluciones concentradas y
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verde en las diluidas; la mas reciente de todas las conmocidas es
la de la lamprea de mar aislada el afio pasado por J. RocHE y M.
FONTAINE; est4 formada por 3,52% de arginina, 7,52% de lisina,
3,37% de histidina y 4,4% de cistina; como los dos: primeros
amino-4cidos son tipicos de la Hemoglobina y los-dos tltimos, de
la Eritrocruorina, resulta este pigmento de la lamprea eomo in-
termediario entre los pigmentos respiratorios de los vertebrados
y de los invertebrados. La Hemocianina es proplamente un Poli-
péptido cuprifero; la férmula empirica de la extraida del Limu-
lus es: Cy,H;,0,,N,Cu,S, el cual se desdobla en un Polipéptido pri-
mario que tiene todo el cobre: C,,H;;0,,N,Cu, (Hemocuprina) y
un compuesto sulfurado, probablemente péptido también: C, H,
O,N,S,; el grupo no prostético de la hemocianina es un polipép-
tido formado de tres moléculag de serina, una de leucina y una
de tirosina, con algin compuesto sulfurado.—La Hemocipreina de
eritrocitos de sangre de buey, aislada por ManN y Kmmmin, son
cristales que contienen 1,12% de S, 0,34% de Cu y 14,35% de N.

La Hemeritring es un pigmento respiratorio ferruginoso que
se encuentra en la Hemolinfa de los Sipdnculus; por hidrolisis
alealina o 4cida se desdobla en una proteina incolora (sin metal)
y un grupe prostético coloreado llamado Hemoferrina y que con-
tiene todo el hierro del pigmento. De los cuatro mencionados,
dos de ellos (Hemoglobina y Cloro o Er1trocruor1na) tienen sus
grupos prostéticos de estructura tetrapirrélica y muy parecida;
los de los otros dos (Hemocianina y Hemeritrina) no poseen esa
arquitectura molecular tetrapirrlica y por ello” carecen de es-
pectro de absorcién, de fluorescencia y de propiedades peroxi-
dasicas; ademas en estos dos dltimos, su afinidad para con el
oxigeno es mayor que la que tienen para el éxido de earbono, y
precisamente ocurre todo lo contrario a la Hemoglobina y a la
Clorocruorina. También se diferencian por la cantidad de oxi-
geno que son capaces de retener; en la Hemeritrina es de tres
Atomos de oxigeno para uno de hierro; en la Hemocianina, de
uno de oxigeno para uno de cobre, en la Clorocruorina y en la
Hemoglobina también en proporcién de uno a uno con el hierro.

Nos limitamos a una simple mencién de otros pigmentos res-
piratorios porque todavia se conoce muy poco de su estructura y
comportamiento quimicos. Tales son: La Pinnaglobina, que existe
en la sangre de los Lemalibranquios del género PINNA; es un pig-
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mento pardo, muy pareeido a la Hemocianina pero contiene man-
ganeso en vez de cobre; fija bien el oxigeno del aire. La Helico-
rubina, que existe principalmente en el higado y en los intes-
tinos de los caracoles y de otros moluscos; es un pigmento rojo,
muy parecido al Hemocromégeno poseyendo el mismo Hem que
éste. Lia actimichematinag, pigmento rojo de los actinias, muy pa-
recido al anterior y ferruginoso como él. El Equinocromo, pig-
mento respiratorio pardo de los erizos de mar. Y el Cromdgeno
vanddico de los- Ascidias, €l cual tiene la composicién particula-
risima que expresa su nombre poseyendo vanadio entre sus com-
ponentes.

Citemos, todavia, como pigmentos préximos a la Hemoglobina
y derivados de ella, los siguientes: Lia Protohemina, que es el Pro-
tohem (véase antes su férmula de constitucién) cuyo &tomo de
hierro ha pasado a trivalente (férrico) y ha fijado un OH en su
nueva valencia; se la llama también Ozsheming y Hematina pura:

N
NWe+ ++—0H .
N/,e OH ;

ha sido obtenida por H. FiscHEr precipitando la solucién pota-
sica de Clorohemina con &cido acético, disolviendo en piridina
y eristalizando por adicién de éter de petrdleo; se encuentra
también en las ‘Clorocruorinas; se distinguen varias Profohemi-
nas {(a, B, y) resultantes en la accién de los 4cidos diluidos so-
bre la a, que es la que hemos sefialado como Proto-Hem: la vy
Heming de la sangre humana se puede obtener segin ScHLES,
digiriendo una selucién acuosa de Hemoglobina con pepsina clor-
hidrica, y agitando luego con éter; se filtra la capa acuosa, se
neutraliza y se evapora a vacio; luego se le purifica por método
cromatografico. Una variedad de la a se produce por la accion
del aleohol y €l iodo sobre €l Hem; la f por la del cloro (Rir-
CHER) ; la @ anterior oxidada en ciertas condiciones, se transfor-
ma -en la Hemina werde de WarBURG. Las Protoheminas pueden
existir libres (sin -Globina) en el inferior de las células y se han
encontrade asi en las de levadura. Las Catalasa, Peroxidasa y el
Citocromo son también heminas, como veremos mas adelante. La
Clorohemina, lamada también Protocloroheming y antiguamente
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Clorhidrato de Hematina, resulta de substituir en la Protohemina
tipo su oxhidrilo OH por cloro y tiene el grupo:

N>Fe+++01;
N

gus cristales, negro violaceos o pardos, rémbicos, son conocidos
eon el nombre de Cristales de TEICHMANN, cuya produccién se
utiliza mucho para el reconocimiento médico-legal de las man-
chas de sangre.

Los Hemocromdgenos, son combinaciones del Protohem (con
hierro trivalente) con bases nitrogenadas diversas (Amoniaco, Pi-
ridina, etc.) o con Globina desnaturalizada, y se producen cuando
éstas actian sobre Hemoglobina en presencia de un reductor (hi-
dracina p.e.); son de color rojo claro, muy oxidables por pasar
a Oxihemina, solubles en alcohol amilico pero no en etanol, éter
ni agua; tienen espectro de absorcién con dos bandas caracteris-
ticas. Hasta hace poco tiempo se consideraban los Hemocroms-
genos como los grupos prostéticos de las Hemoglobinas y asi la
Oxihemoglobina era tenida como la unién de la Globina con un
Peréxido de Hemocromoégeno. ;

La Hematoporfirina es una Porfirina ya descrita que resulta
de tratar la Hematina con acidos fuertes o los Hemoeromégenos
con 4cidos débiles; ellos privan a aquélla de su hierro. La Meta-
hemoglobina se produce por la accién de ciertos oxidantes como
el ferricianuro potésico, sobre la Hemoglobina; también por la
accién de varios venenos (Anilina, Kairina, Azul de Metileno) ;
es un Acido muy débil en ecristales pardos, con tres bandas de
absorcién en su espectro; su oxigeno estd fuertemente retenido
y no se desplaza por 6xido de carbono. Se supone que en su
molécula existe hierro trivalente unido a oxigeno de modo ani-
logo a como lo estd en las Hematinas.

A continuacién consignamos dos cuadros en donde pueden
apreciarse, sin ninguna explicacién, las relaciones existentes entre
todos estos pigmentos hemAticos y porfirinas que hemos conside-
rado antes y las formas de producirse unos a partir de otros.
El primer cuadro es debido a FIscHER y KemiN; el segundo a
LEONARD.
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ESQUEMA DE FISCHER Y KEILIN

Compuestos Férricos.

Compuestos ferrosos.
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Todavia debemos mencionar un nuevo pigmento heméatico, de
reciente - descubrimiento, y que se considera como una Hemoglo-
bina hibrida. Se la denomina Coleglobina por su descubridor
(LEMBERG) y se forma por la aceibn de agua oxigenada sobre
Hemoglobina en presencia de 4eido aseérbico; fija oxigeno y
6xido de carbono; se diferencia de la Hemoglobina en que su
grupo prostético es un pigmento biliar, también descubierto por
el mismo autor, la Verdohematina; es de color verde y por la
aceién de los 4cidos pasa a Biliverdina, siendo por tanto el inter-
medio entre pigmentos heméticos y biliares y no la Hematina
ni las Porfirinas, como se creia. Esta Verdohematina es idéntica
a la Hemina verde artificial de WARBURG y NEGELEIN; es capaz
de producir un Verdohemocromdgeno, el cual existe en las pre-
paraciones de Catalasa, de Citocromo y de eritrocitos. La Verdo-
hematina no tiene estructura tetrapirrélica ciclica sino que deriva
del niicleo de la isoverdina en el cual se conservan los cuatro
pirroles pero en cadena lineal y no cerrada. LEMBERG supone que
la formacién de un Verdo-hem es el primer paso para la produec-
cién de los pigmentos biliares en los animales, por oxidacién del
Protohem, originindose la Biliverdina antes que la Bilirubina.
Los derivados verdes de la Hemoglobina han sido también obte-
nidos por ELDBACHER y sus colaboradores, corroborando los des-
cubrimientos de LLEMBERG, pero estiman que su constitucién qui-
mica debe corresponder a la de unos sulfatos hidrobilinrubinfé-
rricos.

Finalmente la Miohemoglobina es la Hemoglobina muscular
que se creyé distinta de la de los Eritrocitos; se la llama tam-
bién Miocromo o Mioglobina (MORNER) y se consideraba formada
por una globina diferente de la de la Hemoglobina, y por el mis-
mo grupo prostético de ésta, o sea el Protohem. Actualmente no
se admite diferencia entre la Hemoglobina sanguinea y la mus-
cular, ni en su estructura quimica ni en sus espeectros de absor-
cién. J. RocHE ha logrado recientemente efectuar la sintesis par-
cial de Miohemoglobinas uniendo en medio alcalino las Hema-
tinas de sangre o de misculo con las Globinas de ambos orige-
nes; en definitiva se obtiene siempre la misma Miohemoglobina
y luego la misma Hemoglobina. Unicamente puede sostenerse
alguna diferencia entre Hemoglobina y Mioglobina, desde el pun-
to de vista biolégico; la primera tiene un umbral de eliminacién
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renal que es de 2,3% en la sangre; la segunda pasa al rifién cual-
quiera que sea la cantidad en la sangre; parece que reacciona
mucho més ripidamente con O y CO, que la Hemoglobina.

(Para mayores detalles sobre Pigmentos hemdticos véase este
capitulo en nuestra obra: PIGMENTOS HUMANOS).

#*
* %

La funci6én respiratoria de todos los pigmentos que hemos con-
siderado se vincula a la que ejercen todas las heminas y los cuer-
pos similares. Por funcionar como Fermento se la denomina: Fer-
mento-Hemina; el hierro trivalente de su molécula oxida al subs-
trato pasando 41 a divalente (Hem) y este compuesto asi reducido
toma oxigeno del aire inspirado para volver a Hemina con hierro
trivalente. WARBURG designa, como activacién del oxigeno por
este fermento respiratorio, a la fijacién de €l sobre el hierro y a
su transporte ulterior sobre el substrato. La accién es genuina-
mente oxibiftica y con intervencién del metal; por eso se llama
Respiracién con hierro. HALDANE llama Owigenasa a este fermen-
to respiratorio.

Indofenoloxidasa.—Para KumiN, la oxigenasa antes mencio-
mnada, o el Fermento-Hemina, no son los determinantes de la oxi-
dacién respiratoria sino una oxidasa intracelular bien caracte-
rizada porque produce dentro de las células la oxidacién de la
mezcla de p-fenilenodiamina y o-naftel para originar azul de in-
dofenol :

@-OH EN-—-O—NH, H,N@‘\IH—— 7/ NoH
< iHTo’ <>

o-Naftol p-Fenileno-Diamina

_)_
——-)1{2N®N 7 N_0

—H,0
<

AZUL DE INDOFENOL
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Substituyendo la p-Fenilenodiamina por su derivado dimetilico:

CH.
2>NG<en vez de NH.C <
CHjy

se tiene la conocida reaccién de EmrricH, llamada también Nadi-
Reaccién tomando las silabas Na y Di que son las primeras de los
nombres de los reactivos. La especificidad de la Indofenolasa estd
limitada frente a estos reactivogs porque actia muy lentamente
con el isomero Ortho de la Fenilenodiamina y no lo hace con el
Meta; como tampoco lo hace si se substituye el a-naftol por cual-
quier Polifenol. Esta oxidasa se encuentra en todos los tejidos
vegetales y animales. Se la ha pretendido identifiear eon la Cito-
cromozidasa porque ejerce sobré el Citocromo una aceién oxidan-
te; y también se la ha considerado idéntica eon el Fermento Res-
piratorio de WaRrBURG; cuando nos ocupemos de estos cuerpos
volveremos sobre esta cuestién. Pero es evidente que la admisién
de esta oxidasa va contra la del Fermento-Hemina de WARBURG
cuya existencia y funcién estdn plenamente demostrados; ni este
autor ni Kemin admiten la identidad del citocromo y el Fermento-
Hemina pero el titimo ha probadoe el afio pasado que la llamada
Citocromozidasa es el propio Citocromo-c el cual oxida a diami-
nas, polifenoles, ete., debiendo atribuirse a él muchas de las oxi-
daciones imputadas a la Indofenoloxidasa. La absoluta identidad
de ésta con la Citoecromoxidasa ha sido defendida recientemente
por SToTZ y sus colaboradores, los cuales prueban que la oxida-
cién de la p-fenilenodiamina (produceién de azul de indofenol)
es debida a los citocromos—c¢ y b conjuntamente con su oxidasa
especial ; para la oxidacién de difenoles no se necesita el concurso
del Citoeromo-b ; sin embargo, KeiLiN demuestra que la oxidasa del
Citoeromo es especifica y no oxida méis que a este cuerpo.

De todos modos la Indofenoloxidasa no es una Hemina pero
su evidente parentesco con los. Fermentos heméticos nos ha heeho
considerarla aqui.

Catalasa—Este Fermento, conocido desde hace mucho tiempo,
y llamado también Clastasa, tiene una especificidad estrieta, pues-
to que no actfia més que sobre un solo y finico substrato: el peré-
xido de hidrégeno o agua oxigenada: HO-OH. Existe tan repar-
tida en los organismos que puede decirse que no hay célula vege-
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tal o animal que no la contenga, salvo las de algunas bacterias
anaerobias; el higado y el rifion de los mamiferos son especial-
mente ricos en esta diastasa y en cambio el tejido muscular es
pobre en ella. Se extrae facilmente de los 6rganos que la con-
tienen porque es muy soluble. Se ha podido obtener cristalizada,
por SUMNER y DOUNCE, extrayéndola de higado de buey con dio-
xano diluido

H,—CH,
(0]
\cH CH2>

y precipitando luego el liguido con el mismo disolvente pero con-
centrado; disolviendo ahora en agua y precipitando eon sulfato
amoénico a saturaeién, se precipita pura y cristalina. Su espectro
de absorcién prueba que tiene hierro en su molécula al estado
trivalente; los agentes reductores fuertes como el hiposulfito 6-
dico (hidrosulfito) nmo hacen cambiar la valencia del hierro ni,
por tanto, €l espectro de absorcién; la cantidad que contienen del
metal es de 0,1%. Con acetona en medio clorhidrico produce
color azul debido probablemente a un producto de desintegracién
de la hemina. Por cada Atomo de hierro cataliza este fermento
100.000 moléeulas de H,O,.

La accién especifica de la Catalasa es ciertamente la descompo-
sicién del H,0, en agua y oxigeno atémico. Pero HaBer y WiLL-
STAETTER admiten que el primer desdoblamiento del perdxido de
hidrégeno es en dos oxhidrilos: H,0, = HO 4+ OH; luego cada
uno de ellos actfia sobre més peréxido formando radicales HO, los
cuales pasan a OH y desprenden oxigeno; todos ellos conforme a
sus teorias de las cadenas radicales, que ya expusimos, para expli-
car los procesos de oxidacion y de reduccién. Su funcién en reali-
dad es la de descomponer un cuerpo téxico como el agua oxigenada
y el cual se forma cuando el oxigeno molecular actia como aceptor
de hidrégeno en las deshidrogenaciones segin WiELAND; si lo que
desprende es oxigeno atémico o molecular, es todavia objeto de
discusién. La Catalasa es extraordinariamente sensible a la ac-
cién del acido cianhidrico el cual paraliza completamente su acti-
vidad ; se atribuye este fenémeno a la combinacién de dicho 4cido
con el hierro constitutivo de su molécula, y es reversible porque
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recupera la Catalasa dicha actividad si se desaloja el dcido cianhi-
drico. Lo mismo sucede con el SH,.

Demostrada la existencia del hierro en la molécula de la Ca-
talasa y explicada su funeién en los tejidos, se ha pretendido equi-
pararla a la Hemina o a alglin derivado de este Pigmento, y se
ha supuesto que no se diferenciaba de ella mis que en el soporte
albuminoideo o Globina teniendo ambas el mismo grupo prostético
de Protohem. En realidad la Hemina ejerce la misma aceién cata-
litica que la Catalasa sobre el peréxido de hidrégeno pero no se
inhibe o detiene por el 4cido cianhidrico méis que en muy especia-
les condiciones; esta diferencia de comportamiento se ha hecho
més patente comparando los dos Fermentos bien puros; y asi
EurLEr y JoserHSON (1927) han logrado obtener una Catalasa de
higado de caballo, exenta de hemoglobina y de hemina, y de una
actividad 10.000 veces mayor que la de esta tltima. Tratando a la
Catalasa con 4cido acético e hidracina, se la priva de su hierro
v se obtiene una Porfirina con un espectro de absorcién muy pa
recido al de la Protoporfirina hemética. STERN, recuerda que el
Hem obtenido de Catalasa pura por accién del &cido iodhidrico
en medio acético produce una porfirina euyo espectro de absor-
cién es el mismo de la Mesoporfirina IX lo cual prueba que la
Hematina o el Hem de la Catalasa est4 formado por Protohema-
tina IX y es por tanto idéntico al Profohem. Tanto este autor,
como HAaurowirz y KEILIN, insisten en que la Catalasa (como la
Peroxidasa y también la Metahemoglobina) tienen el mismo grupo
prostético (Hem) y no se diferencian mis que en el soporte albu-
minoideo o Globina; por lo tanto el hierro de la catalasa seria
divalente y se uniria primeramente con el substrato para originar
un compuesto Hemina-peréxido de hidrégeno el cual ha sido aisla-
do por HAaurowITZ y es verde, inestable y con hierro divalente.
De la misma opinién son Zeme y HeLLsTroM. Pero KEILIN y
LeMBERG han logrado aislar el producto intermedio Hem-peréxido
de hidrégeno con hierro trivalente. En este mismo afio SUMNER
v Douxce han obtenido Catalasa pura cristalizada por un nuev>
método sin empleo de sulfato aménico y a partir de higado de
buey; han demostrado que estd formada por dos moléculas de He-
mina. El hecho mis importante sobre este interesante Fermen-
to ha sido descubierto hace unos meses por KeiLIN y HARTREE y es
el de que la Catalasa es inactiva en ausencia de oxigeno; su forma
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oxidada (hierro trivalente) se reduce por el peréxido de hidré-
geno y la reducida (hierro divalente) se oxida por oxigeno, con-
forme a las siguientes reacciones:

4F 4+ 2H,0, = 4Fe " +4H +20. 5y
4Fe" +4H 4+ 0, = 4Fe +2H,0

AGNER en el laboratorio de EULER, ha conseguido dializar a la Ca-
talasa separandola en dos componentes; uno dializable y coloreado
(cofermento) y otro indializable, ineoloro y albuminoideo (Apo-
fermento) ; cada uno de ellos libre es inactivo pero el conjunto es
muy activo.

Aun cuando no esté totalmente esclarecida la constitueién qui-
mica de la Catalasa, estamos muy préximos a conseguirlo y su
evidente parenteseo (sino identidad) con el Protohem y con la He-
mina estd perfectamente establecido.

Perozidasa.—Se supuso que este fermento actuaba sobre cual-
quier peréxido liberando parte del oxigeno de éste como atémico
o aectivo. El precedente de su descubrimiento estd en el hecho
observado por ScHONBEIN en 1855 de que la saliva y la mucosidad
nasal producian color azul con la tintura de guayaco en presencia
del agua oxigenada porque la supuesta peroxidasa de aquellos
productos de secrecién descomponian al peréxido y liberaban oxi-
geno el cual lo transportaba a la tintura de guayaco; anilogamen-
te se supone la existencia de peroxidasas, completas (eon peréxi-
do) o incompletas (sin él) en la teoria de Bacm-CHODAT para
explicar las 6xido-reducciones orgénicas y la eual fué ya expuesta
en su lugar correspondiente. La Peroxidasa no actéia in vivo més
que sobre el agua oxigenada porque, aunque, lo puede hacer sobre
peréxidos organicos: R—O—OH y sobre peracidos, ni los unos ni
los otros existen en las células; sobre combinaciones del tipo
R—O0—O—TR’ no actfia este fermento el cual, por otra parte, estd
muy difundido en vegetales y en animales si bien es dificilmente
recognoscible en los primeros por coexistir con varias oxidasas;
y en los segundos, por la presencia de Hemoglobina, Citroecromo y
‘otros compuestos heméticos, los cuales tienen también aceibn
peroxidasica. La reaceién més empleada para investigarla es la
del pirogalol el cual se transforma en Purpurogalina en presencia
de peréxido de hidrégeno; la reaceién sirve para la determinacién
cuantitativa de Peroxidasa; recordemos ¢émo WILLSTAETTER ha es-
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tablecido la Unidad diastésica y el método de valoracién fundan-
dose en esta reaccién la cual se desarrolla, segiin él, én Ias mgmen-'
tes etapas: e

OH OH
(\I a1 | OH (N\—( o —H,
HO U G, o J on |\ Jom HOl Jom ! JOH Ho _Jor
OH I
0 ,
OH HO\ ,COOH OH O - GE Y 0R
—H,0 | 0 —CO, —_— =i .. _-THz
v /> N\ !H_*“_’HOMK; Nerr et
OH OH H, < :

Purpiﬁ*dgé,lil‘la‘

Pelo es necesario advertir que esta misma reaccién la produeen Jas
Mono y Polifenolasas. También se utiliza como redctivo- ‘de la Pe-
roxidasa, el guayacol que pasa a Tetraguayacoquinona roya, ¥y la
Nadi-reaccién de EHRLICH yva reseiada al ocuparnos de ’la Indofe-
noloxidasa. o

La Peroxidasa se concentra principalmente en las gra,nulaCiones
de leucocitos linfoides, como ya vimos, y existe abuﬁdante también
en la leche de vaca pero no en la de mujer. En el reino’ vegetal el
producto més rico en ella es la raiz del rdbano rusticano, =~

La accién de la Peroxidasa se inhibe o detiene por el 4cido-
cianhidrico (WiELAND, 1928), pero muy dificilmente por el oxido’ ‘de
carbono; esto ha hecho pensar en que su hierro g encuentra'
en su molecula al estado trivalente o férrico; y segiin Kuax' (19*31)
su espeectro de absorcién es analogo al de la Hemina. “En‘cambio;
Kemin demuestra que la Peroxidasa se parece muche ‘a Ta Metahe-
moglobina por su comportamiento con los alealis v -coniles oxidan:
tes; se une en combinacién reversible, con fluoruro y cianuro 'sédicos;”
con acido sulfhidrico y econ 6xido nitrico; segiin este mvestlgader
la Peroxidasa es una Proteina- Hematma es decir; uh ‘compuesto
de soporte albuminoideo y grupo’ ‘prostético de Protahematma

Todavia no estd completamente esclarecido si'es Heématina thie-
Ferm.—9
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rro trivalente). o Hem (hierro divalente) el grupo prostético de
este fermento. el cual positivamghte es un compuesto hemético.

La difrencia de accién de la Catalasa y la Peroxidasa depende-
del substrato y del disolvente; ambas actiian sobre el Peréxido de
hidrégeno y separan oxigeno; pero si la reduccién es efectuada
por una molécula de agua tenemos la aceién de la Catalasa en
tanto que si'es por otro substrato, tendremos el efecto de la Pe-
‘roxidasa; en el primer caso se libera oxigeno pero no en el segun-
do porqﬁé ge fija inmediatamente con el hidrégeno del substrato.

Citocromos. — Quien primeramente entrevié la existencia de
estos cuerpos fué Mac MUNN en 1884 ; pero designé a la substan-
cia descubierta, con el nombre de Miohematinag o Histohematina
por encontrarse muy difundida en los tejidos, especialmente el
musecular; quedé asi confundida con la Miohemoglobina, que ya
hemos estudiado, y con el Miocromo de MORNER que parece idén-
tico a la anterior. Ha sido KeLIN quien ha redescubierto el Citocro-
mo en 1935 y quien primeramente le ha aislado y estudiado.

Bl citocromo es un pigmento respiratorio heméatico que se en-
cuentra muy difundido en el reino animal; los Oligoquetos, los
Nematodos, los Crustaceos, los Moluscos y, principalmente, los in-
sectos (abejas, arafias, ete.) y los vertebrados (rana, paloma, cone-
jo, cobaya) lo tienen en muy diversos 6rganos pero sobre todo en
el tejido muscular. En cambio no se encuentra Citocromo en las
células anaerobias como en las de los Bacilos lacticos; las otras
Bacteﬁas,,la levadura de cerveza y las plantas de organizacién
superior contienen también Citrocromo. Cuanto méis fuerte es la
respiracion d:e‘;'un tejido, vegetal o animal, tanto més elevada es
su proporeién en Citocromo.

La importancia extraordinaria que tiene este pigmento reside
en ser el primer representante en la escala zoolégica filogénica de
un fermento respiratorio teniendo en los animales inferiores la
misma funeién que tiene la Hemoglobina en los superiores.

Se presenta en dos formas, oxidada y reducida; la primera
no ofrece espectro de absorcion caracteristico pero si la segunda
(contrariamente a lo que sucede con la Hemoglobina en la cual
la forma oxidada es la que tiene tipico espectro de absorcién). El
espectro del .Citoeromo reducido estd formado por tres bandas en
la region del verde (a, b y ¢) y una cuarta banda (d) en el azul;
ésta se desdobla en tres lineas finas cada una de las cuales correspon-



131

de a cada una de las tres primeras bandas; las posiciones de todas
ellas, acopladas, son las siguientes:

ST R b i 000 mem st 449 m o m wl L s L Citoeromo a
Ldsdnim gl i 566 m ,, aps e Citoeromo b
e v B 980y ckeddiT i Sy T e Citoeromo ¢

y supone KEILIN que corresponden a tres cuerpos distintos que se
denominan con las citadas primeras letras. Un citocromo @ se ha
logrado obtener del Bacilus Coli; tiene banda de absorcién en
628 mp y se supone que sea un pigmento biliar-hemocromégeno.

Los Citocromos ¢ y b son muy inestables y, por tanto, muy
dificiles de obtener; en cambio el ¢ es mis estable y se puede
extraer de la levadura de cerveza o del corazén del buey. La co-
existencia de los tres se observa, por el conjunto de espectros di-
cho, en el musculo tordcico de la abeja. Cuando se oxida cual-
quiera de ellos con agua oxigenada o con ferricianuro potésico,
pierden los espectros sus respectivas bandas de absorcién, pero las
recuperan si los cuerpos oxidados se reducen con hidrosulfito s6-
dico; la oxidacién puede conseguirse por simple agitacién de la
forma reducida en presencia de aire; ésta no decolora al azul de
metileno si se conserva en su contacto fuera del oxigeno. La adi-
¢cibn de narcéticos indiferentes pasan al Citoecromo a su forma
oxidada, y la de cianuro potésico, 6xido de carbono o acido sulfhi-
drico lo retornan a la reducida. El 4cido sucinico reduce répi-
damente al Citocromo pero en presencia de papilla de misculo;
v lo mismo hace la glucosa o el 4cido lactico. Esto es debido a
que el Citocromo se reduce siempre por las Dehidrasas y se Oxida
por las Oxidasas, ecomportdndose como un aceptor de hidrégeno.

El Citoeromo a es amarillo, el b es rojo y el ¢ es pardo. Toda-
via no se ha conseguido aislar €l a; tinicamente KEILIN y sus cola-
boradores han obtenido el afio pasado (1938) unos preparados de
musculo de buey muy ricos en esta variedad de Citocromo y pose-
vendo espectro de absorcién con dos bandas correspondiendo a
dos cuerpos distintos; seguramente el Citocromo b, que es muy
oxidable y el a que no lo es.

El Citocromo b ha sido aislado hace dos afios por los inves-
tigadores japoneses YAkuUsHIJI y Mori, de la levadura de pan.
Por adicién de piridina a este Citocromo se consigue el espectro
tipico de piridina-protohemocromégeno. Se ha logrado este Cito-
cromo b por sintesis uniendo la proteina de levadura con hemo-
cromégeno; y resulta idéntico al natural. Igualmente puede sin-



132

tetizarse uniendo la Proteina especifica del Fermento amarillo
con la Protohemina.

El Citocromo ¢ se ha obtenido recientemente en estado de gran
pureza. THEOREELL parte para ello de 60 kg. de corazén de buey,
libres de sangre por centrifugacién para conseguir 42 gr. de Ci-
tocromo c; el método operatorio consiste en tratar esa materia con
un peso igual de 4cido tricloracético al 2,5%, extraer durante dos
horas y centrifugar; neutralizar el extracto con hidrato so6died
6 N/1, separar la porcién liquida y afiadirle un peso igual de
sulfato aménico sélido; filtrar y ajustar el filtrado a Py=4
con SO,H, 5N/1 con lo cual se precipita el Citocromo c; se pu-
rifica disolviendo en agua y repitiendo la precipitacién con sul-
fato aménico, terminando por adsorberlo con hidrato barico y
eluir el adsorbato econ C1H N/10.

KgiN y Zeme lo han obtenido también partiendo de la leva-
dura de cerveza. Es adsorbible por caolin en su forma oxidada,
pero no en la reducida y tiene un peso molecular igual a 18.700.
Muy recientemente (1939) THEORELL ha conseguido por catafo-
resis obtener este cuerpo en absoluto estado de pureza y total-
mente desprovisto del eompuesto ineoloro que le acompafia siem-
pre; tiene un peso molecular de 13.000 y 0,43% de hierro; ofrece
distintas bandas de absorcién segin ¢l Py a que se opere y s€
piensa que existen, por lo menos, cuatro variedades de Citocromo-c
en su forma oxidada. Junowrcz—Kocmoraty ha encontrado las
siguientes cantidades, expresadas en milégimas de miligramo por
100 gramos de tejido. Pecho de pichén 494, corazén de buey 191,
brazuelo de cerdo 96, lengua de vaca 88, rifiones de idem 3, car-
cinoma hepéatico humano 3. Se discute mucho la estructura qui-
mica de este Citocromo-c y su funeién biolégica. Evidentemente
se trata de un cuerpo muy préximo a las Heminas y algunos au-
tores (J. RocHE) le identifican con la llamada Hemina o Hema-
tina-c; otros con la Protohemina (KEILIN); y otros suponen que
es una modificacién o variante de las anteriores consistente en
la adicién de una molécula de agua a un pirrol y de otra al se-
gundo radieal vinilo de la cadena lateral de la Protohemina (Z=zI-
1E). La resistencia a la oxidacién que ofrece el - Citocromo-c se
expliea por un cierto ‘impedimento estérico causado por el enca-
jamiento del Hem en la molécula de la proteina que le sirve de
soporte. TurorerL ha podide probar que su proteina tiene el
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misme punto isoeléetrico que la Globina de la Hemoglobina. El mis-
mo investigador obtiene Porfirina-¢ a partir de Citroeromo dia-
lizando la solueién clorhidrica de éste y precipitando el liguido
dializado, por adieién de hidrato sédico. Tratando el Citocrome-c
con 4cidos bromhidrico y acético se obtiene hematoporfirina cris-
talizada cuyo producto de reduceién es idéntico a la Mesoporfi-
rina de la sangre. i

Finalmente THEORELL opina que el Citocromo-c estd constitui-
do por una Proteina o Globina unida a un Hem (en la forma re-
ducida) ; 1a unién se hace a través de azufre de los amino-acidos
de la Globina; esta unién es de tipo tioester, no reversible ni
laxa (como pasa en la Hemoglobina, Fermento amarillo, nucleo-
tidos, ete.) sino fuerte y solamente rompible por hidrélisis a 100°
con acido clorhidrico al 20%. El hierro divalente de su forma
reducida y el trivalente de la oxidada son los faetores determi-
nantes de su aptitud reaccionante en todos los procesos oxibié-
ticos, pues ya vimos que el Citocromo-c constituye un sistema (por
mejor decir forma parte de un sistema) Red-Ozx.

Segtin SHIBATA €l Citocromo se une con el oxigeno lo mismo
que lo hace la Hemoglobina; el Citocromo oxigenado va a unirse
con el sistema Dehidrasa-Substrato para formar un gran com-
plejo (del tipo de los de WERNER) con hierro trivalente del cual
se desprende luego el oxigeno regenerando al CitocromosLa accion
del Citoeromo es la de un Fermento intermedio y no actia direc-
tamente sino formando parte del sistema en el cual hay siempre
una Dehidrasa. También se admite en su accién el concurso deter-
minante de una Oxidasa especifica denominada Citocromoxidasa
y a la cual se ha pretendido identificar con la Indofenoloxidasa
que ya estudiamos anteriormente. El sistema completo seria:
Substrato (H,)-Dehidrasa-Citocromo-Oxidasa-O, y puede repre-
sentarse por este esquema:

H.0 ot oN

Narcéticos H QO - CO
Dehidrogenasa —T>Substrato / Citoeromo ....)O-Oxida,sae—r*— (0%

en el cual se aprecian los dos sistemas conjuntos; el deshidroge-
nante que da hidrégeno y el oxidante que suministra oxigeno;
estos dos elementos se unen luego para formar agua; el sistema
primero se detiene por la accion de les naredticos, en tante que
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el segundo lo hace por el 6xido de carbono o por el 4cido “cian-
hidrieco. Para explicar la accién del sistema deshidrogenante sirve
la teoria de WiELAND; para la del oxidante se emplea la de WAR-
BURG; el primero funciona en fase anaerobia y sin hierro; el segun-
do 1o hace en forma oxibiética y con hierro. Ninguno de los dos sis-
temas funciona aisladamente ; necesita siempre el concurso del otro.

Fermento respiratorio de WarBURra. Este autor ha encontrado
en todas las células un Fermento respiratorio muy parecido a la
Hemina, de la cual se distingue por una de las bandas de su
espectro de la absorcién. Se supone que sea una Feohemina o He-
mina parda, cuerpo intermedio en punto a color entre la Hemina
roja de la sangre y la Hemina verde de las hojas vegetales. Tam-
bién tiene grandes analogias con el Citocromo, pero se diferencia
de &l en su sensibilidad frente al 6xido de carbono cuyo gas im-
pide la actividad del Fermento respiratorio en tanto que no actiia
sobre el Citocromo. Kemin admite que es idéntico a la Citocro-
moxidasa y a la Indofenoloxidasa, cuerpos que ya hemos consi-
derado; admitida esta identidad habria de extenderse a la Oxige-
nasa de HALDANE, la cual parece también igual al Fermento-
Hemina. WARBURG supone que este fermento que lleva su nom-
bre estd encargado de ceder oxigeno y habla de la activacién de
este elemento por aquel Fermento en el sentido de ser fijado por
el hierro de su molécula para ser luego transportado y cedido al
substrato; como su aceién se detiene por 4cido cianhidrico (que
‘influye sobre hierro trivalente) y por 6xido de carbono (que lo
hace sobre hierro divalente) se supone que el Fermento respira-
torio se une por su Fet* con el oxigeno pasando a Fe*+*; éste
se reduce por el substrato volviendo a Fe** en tanto que el subs-
trato se oxida.

Segtin Haas (1934) el sistema Fermento respiratorio-Citoero-
mo, (que existe en el higado y en la retina principalmente pero
también en las células de levadura y de Bacterias acéticas) fun-
ciona segilin el siguiente esquema:

1/2 O -+ 2 Fet* (Fermento respiratorio) -
2 Fe*++ (Fermento respiratorio) - O —— :
2 Fet** (Fermento respiratorio) -2 Fet*t (Citocromo-1) =

‘9 Fet* (Fermento respiratorio) -+ 2 Fet+*t (Citoeromo-1)
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"2 Wet+t  (Citocromo-1) + 2 Fé‘*"z(C'it'lomo“/)E*
2 Fett (Citocromo-1) + 2 Fe* ++ (C1tocromo-2)
2 Fet++ (Citoeromo-2) + 2 Fet * (Cltocmmo a)
2 Fett (Citoeromo-2) -} 2 Fet** (Clto‘cromo—a).. by o
2 Hen (Citocromo a) - Substrato —H, = '
2 Fet+ (Cltoeromo o) L H B ;
VH Pt s H e
con lo cual se constituyen dos sistemas Redox de los cuales el del
Fermento respiratorio es de mayor potencial que el del Cltocromw

Sin embargo SHIBATA no admite en la actuacién del citoero-
mo ningén cambio de valencia de su atomo de hierro y, por lo
tanto, ninglin transporte de.electrén que es lo que genera la ‘dife-
rencia de potencial.

El sistema fwmdrico de SzENT-GYOrRGY.—Este gran investiga-
dor htingaro ha demostrado que en la respiracién de los tejidos
interviene fundamentalmente una dehidrasa especifica, llamada
Malicodehidrasa, de aceién reversible, y que transforma el 4cido
mélico en oxalacético; dicho 4cido mAlico proviéne del fumérico
por la aceién de una hidrasa (FPumarasa). L

COOH COOH © . cooH
Lo ooy

CH, CHOH - co

Lo O | et

CH, CH, CH,

OGRS a0 s OO #1500 T ey SARIOOH

4cido fumirico : : 4cido malieo . "Aecido oexalacético

la presencia de estos cuerpos estd bien demostrada ‘en los téjidos;
el 4cido acético se cambia en sucinico durante los pi‘(’)'c‘esos‘ de fer-
mentacién que deseribiremos més adelante; la sucmdehxdrasa pasa
‘este 4cido al fumAarico mencionado antes: !

0113—00011} QOOEL.-t. i ; »-c'obH:
CH, — COOH (> wgend olsnem
s 3 \\CH2 " e < Waighoaty gl
| > Il
SIERD o431 ¥ e OB

o ; 4 vosins
COOH . ik o :(IJOOH
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La serie completa de productos en la fermentacién de la glucosa
(Glocolisis) serd (Fases anaerobia y ox1dat1va)

Glucosa- Alcohol- Aldehido- Acido acético-Acido sueinico- Acido
fumérico-Acidd maélico-Acido oxalacético.

(Este tltimo puede descarboxilarse y pasar a piravico: COOH
—CO—CH,). El &cido oxalacético influye decisivamente eomo
hidrogenante y también impide el acceso del oxigeno a los tejidos.
Actfia conjuntamente con el citoecromo, de la forma que se con-
s1gna en el esquema siguiente :

:Subsj;ra,to-H ............ A ;5 3100 SR b 9
(Tziosa)

o Dﬁhidl’%a

(Cofermento) Oxidasa (Fermi_ento resplrgtomo)

Citoeromo

e

Lia RESPIRACION SIN HIERRO, paralela a la fase anoxibiética, es
llevada ‘a.cabo por el concurso de diversos Fermentos, cuya accién
no se detiene por la de diversos venenos (acido cianhidrieo, 6xido
de. carbono) precisamente por la falta de metal en su molécula.
Conmderem()s los mAs importantes. : ~ ;

Ferme%to amarillo de WARBURG.—Fué descubierto en levadu-
ra de cerveza y dado a conocer en 1932 por WARBURG y CHIRISTIAN;
después se ha visto que existe muy difundido en casi todos
los tejidos'y 6rganos animales. Se le denomina también ‘‘Segundo
fermento _Eespz'm’torio de WARBURG’’, para distinguirlo del que ya
hemos est,r:xdiado y considerado eomo primero.

Puedé obtenerse a partir del jugo de levadura, por el método de LEBEDEW-

WARBURG; st trata por acetato de plomo para precipitar las substancias que
le acompafian; se filtra y se priva al filtrado de exceso de sal de plomo,
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afiadiéndole una mezela de fosfatos mono y disédicos; se filtra nuevamente-
y se le agrega acetona al nuevo filtrado, agitando; se separa la capa eceté-
pica y se 16 hace pasar a su través una corriente de anhidrido ' carbénico,
manteniendo el liquido a 0°, eon lo, cual se precipita el fermento amarillo
impuro al estado liquido oleoso. Se consigue una primera purificacién disol-
viéndole en agua, dializando la disolucién con tabique de celofana, precipi-
tando lo no dializado con acetona, recogiendo este precipitado, disolviéndolo
en agua y sacudiendo la disolucién con cloroformo a 37°, con lo cual se
precipitan restos de albuminoides; y evaporando el liquido cloroférmico. Una
purificacién mucho més acabada ha sido lograda por THEORELL sometiendo
a la cataforesis en aparato especial la disolucién eloroférmica al 20% del
pigmento ya purificado, eon un Py = 4,2—4,5, y con una corriente de 220
voltios y 5 miliamperios; el fermento amarillo se recoge en el catodo, libre
de proteinas que vanm al 4nodo y de polisacaridos que no se transportan por
la corriente eléctriea; recogiendo el producto depositado, disolviéndole en agua,
precipitando la disolucién a un Py = 5,2 con otra saturada de sulfato amé-
nico y dializando, se consigue el cuerpo cristalizado, el cual se conserva
bien y sin alteracién en la oscuridad y en sitio seco.—Remitimos al lector,
.para los detalles prolijos de esta téenica, a la bibliografia cemsignada al
final de este capitulo.

Se presenta en cristales microscépicos que parecen pertenecer
al sistema ctibico, y de color amarillo intenso, muy soluble en
agua y bastante en cloroformo. No es dializable a través de la
celofana pero en cambio si lo es el producto de su desdoblamiento
al tratarlo por metanol o por 4cido clorhidrico. Su espectro de
absorcién es anilogo al consignado para la lactoflavina aunque
las bandas aparecen algo desplazadas por la presencia,' todavia,
de minimas cantidades de albtmina. Es activo a la luz polari-
zada y su poder rotatorio, en disolucién acuosa es de .

[a] D = —30°; su peso molecular es 73.000-83.000.

Los agentes reductores le decoloran y transforman en una
“‘Leucoforma’’ pero agitando ésta con aire (o con azul de me-
tileno) recobra su color primitivo; en esta faeil reducecién y oxi-
dacién se funda su interesante accién biolégica.
~ La composicién elemental, deducida de su anélisis, corresponde
a la siguiente: 51,5% de carbono, 7,37% de hidrégeno, 15,9% de
nitrégeno y 0,043% de fésforo (aparte del oxigeno). El estudio
de sus propiedades quimicas permiti6 eonocer primeramente el
desdoblamiento que experimenta cuando se le somete a la aceién
del alecohol metilico a 40° y de la radiacién solar; se preecipita
una substancia albuminoidea y queda un cuerpo, también ama-
rillo, soluble en cloroformo, cristalizable en agujas, de punto de



¥138

"fusién 330°; de composicion C,,H,,N,0, y completamente idén-
.tico con la lumilactoflavina. EIl 4cido clorhidrico ejerce una sg-
paracién analoga, en albiimina y otro pigmento amarillo (lumi-
lactoflavina) separables por dialisis pero susceptibles de unirse,
reversiblemente, para reconstruir el fermento amarillo. La parte
albuminoidea de su molécula tiene un peso molecular préximo a
70.000 y las propiedades de una proteina desnaturalizada por el
calor; es susceptible de unirse con hemina, para producir hemo-
cromébgeno.

El fermento amarillo no se encuentra unido a polisacaridos
ni tiene aptitud para ello como lo demuestra su comportamiento
en la cataforesis; pero siempre se encuentran estos carbohidratos
junto al fermento no purificado ejerciendo una accién de eoloides
_protectores  que ‘dificultan la desdoblante de la acetona o .del me-
tanol.  ‘La unién con albGmina ya la hemos considerado’ antes
y es indispensable este soporte proteico para que el fermento: ac-
the en los eambios respiratorios de los tejidos, como sucede con
todos los fermentos o diastasas conforme a la teoria ya clasiea,
de WiLLSTAETTER. Actualmente se conoce de un modo definitivo
la estruetura quimica del Fermento amarillo de WARBURG.—Gra-
cias a los trabajos de su principal colaborador, THEORELL, se ha
_podido averiguar que el complejo que constituye ese fermento es
el de un cromo-proteido, desdoblable (como ya hemos visto antes)
‘en proteina 'y grupo prostético; dicho grupo es un ester fosfé-
rico de la lactoflavina. KurN ha conseguido sintetizar ese grupo
activo prostético de fermento amarillo haciendo actuar el oxiclo-
ruro de fésforo disuelto en' piridina, sobre la Lactoflavina (obte-
nida a su vez, por sintesis); el producto sintético conseguido de
este modo se comporta exactamente igual que el grupo activo del
fermento amarillo natural, cuando se le somete a la cataforesis
(va al anodo), a la accién del azul de metileno (igual tiempo de
decoloracién — 32 segundos), ete. Sin embargo, no puede asegu-
rarse la identidad absoluta porque el producto sintético da sales de
‘bario y céleio muy solubles en tanto que el natural las produce casi
insolubles. THEORELL (1935) ha obtenido cristalizada la sal caleica
del 4cido lactoflavinofosférico; este 4cido se une con albtimina,
lo mismo el natural que el obtenido sintéticamente por R. KunN
¥ que los artificiales andlogos (el de la 1-Araboflavina, ete.) Todos
‘estos compuestos de unién tienen accién fermentativa aunque me-
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nos intensa que la del fermento amarillo natural. Este puede
considerarse como un Holofermrento.cuyo Apofermento es la Pro-
teina, siendo el Cofermento el dcido Lactoflavinofosférico. Esa
Proteina que sirve de soporte al Fermento que estudiamos, ha
sido estudiada recientemente por KuaN (1937) el cual ha conse-
guido hidrolizarla con C1H 0,005 N y dializarla luego; se obtiene
‘una mezela de 8,25% de Arginina, 2,75% de Histidina, 13,7% de
Lisina, 7,75% de Tirosina, 5,75% de Fenilalanina, 4,86% de Trip-
téfano, 7,1% de Acido gultdmico, y 0,34% de Cistina. '

Conocida ya su constitucién quimica se puedé apreciar bien
la correlacién estrecha entre estos dos cuerpos:

Lumilactoflavina ( -}- Pentosa; Arabinosa Ribosa) — Lactofla-

vina (Vitamina B,) (- Acido fosférico) = Grupo prostético o
Cofermento amarillo (- Proteina) = Fermento amarillo.
* " Se discute actualmente la forma de unién del grupo prostético
con la Proteina, la ecual desde luego es especifica. Segin KunN y
Rupy (1935) esa unién se hace por el eslabéon NH com‘pi'endid_o
‘entre log dos CO de uno de los ciclos de la ‘isoaloxacina; estos
autores admiten que la Lumilactoflavina es la 6-7 dimetil-iso-alo-
xacina. Por consiguiente, la f6rmula de eonstltuclon del Fermento
amarlllo seria la siguiente: '

 OH OH OH oH
_é_b_é_ca,.op 0
H }li Non
(H \r \*
CHy—C [
NH .............. Albtimina.
CH \I CO

FERMENTO AMARILLO

en la cual puede apreciarse la-moléecula de Lactoflavina asi como
la. de- Pentosa (Ribosa), la de 4cido ortofosférico y el soporte
albuminoideo.—Algunas lactoflavinas estdn formadas por molé-
culas - de Arabinosa en vez de Ribosa.

- THEORELL supone, ademas, que la moléculd de la base nitro-
-genada no ‘es isoaloxacina sino Aloxaeina normal: ;
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¥ que la unién con proteina se hace a la vez como queda dicho y
ademés por un grupo OH libre del 4cido fosférico con:un NH,
de la albimina. El Fermento amarillo puede tomar y ceder hi-
drégeno, estando esta accién vineulada exclusivamente en los es-
labones nitrogenados 2 y 10 del esquema de THEORELL o en los 1
¥ 10 de KunxN; en el primer caso se deshace el doble enlace 2-3 y
el hidrégeno. de 10 pasa a 3; en ‘el segundo se deshacen los en-
laces 1-C y 10-C y los nitrégenos pasan a pentavalentes. De to-
dos modos la accién predominante en el Fermento Amarillo es la
de una Dehidrasa. Su substrato es principalmente el ester mono-
fosférico-6 de la Glucosa, lamada Lactacidégeno pero puede tam-
bién actuar sobre los demés esteres fosféricos de la Glucesa y
de la Fructosa (véase méas adelante Glucolisis). Sobre ellos actiia
con el eoncurso de las Codehidrasas Iy II y el Fermentg interme-
dio para transformarlos en esteres fosféricos de los #cidos glueo-
rénicos correspondientes; el grupo aldehido de la glucosa pasa
a grupo acido. :

Se ha dicutido mucho si el Fermentp amarillo es un genuino
biocatalizador en el sentido de ser termo-labil, coloide y de accién
especifica; y se ha ensayado su accién deshidrogenante en otros
sistemas quimicos distintos del antedicho: pasé de 4cido lactico
a piravico:

COOH-CHOH-CH, ———— COOH-CO-CH,
de acido malico a oxalacético:

COOH-CHOH-CH,-COOH ————— COOH-CO-CH,-COOH
y otras analogas. Los estudios de WAGNER-JAUREGG han demos-
trado que la presencia del Fermento amarillo acelera las reaceio-
nes de deshidrogenacién, las cuales se producen &in su presencia
con una gran lentitud. Es decir, que dleho fermento es un ge-
nuino catalizador.

Aparte de esta funci6n, han pensado algunos investigadores,
como EULER y sus colaboradores, si el fermento amarillo: ejerce
una accién bioquimiea importante en el proceso de la vigién. Efee-
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tivamente, se encuentra en la retina del aparato ocular de mu-
chos organismos animales, especialmente en ciertos peces; bien el
propio fermento o la Lactoflavina integrante suyo; y viene tam-
bién en apoyo de este supuesto la extraordinaria sensibilidad que
tienen todas las flavinas para la luz. Ya nos ocupamos de este
asunto al tratar de la purpura retiniana al final del capitulo
dedicado a Melaninas. Parece mis probable la existencia de Vita-
mina A o de a—carotenos que no la de Fermento amarillo.

En cuanto se refiere al origen y formacién de este fermento
en los vegetales, y a su transformacién y génesis en los animales,
nos remitimos a lo dicho de la Lactoflavina a estos respectos.
(Véase: J. GIraL; Pigmentos del organismo humano).

Muy modernamente se ha podido demostrar que la accién del
Fermento amarillo estd vinculada en los nticleos nitrogenados de
su molécula (H. Rupy) ; la pueden ejercer aquellos cuerpos a los
cuales les falte el grupo de acido fosférico pero conservando el de
Pentosa y el de dimetilisoaloxacina juntamente con el soporte pro-
teico; el cuerpo se llama entonces Flavoproteina. En el genuino
Fermento amarillo, es necesario en cambio que se conserven en su
moléeula para que no pierda su actividad, los siguientes grupos: El
de la Pentosa (Ribosa); los dos grupos metilos y precisamente en
las posiciones 6 y 7 aunque sus hidrégenos puedan substituirse por
algunos radicales hidrocarbonados; la ausencia de toda otra subs-
titucién por metilos en los deméis vértices (p. e. en 5, 8, 5-7, 6-8)
que no sean el 6 y el 7; el grupo NH en vértice 3, intacto, no subs-
tituido.

Recientemente han descubierto WARrBURG Y CHrISTIAN (1938)
un nuevo Fermento amarillo en el cual la molécula del grupo pros-
tético estd formada por una de Flavina, una de Adenina y. dos mo-
léculas de 4cido fosférico. Es propiamente un cuerpo intermedio
entre el genuino Fermento amarillo que hemos deserito ya (tiene
como éste, Flavina y 4cido fosférico pero no Pentosa) y las Code-
hidrasas (que poseen adenina y écido fosférico también pero tie-
nen, ademés, Pentosa y Amida nicotinica). Existe principalmente
en el corazoén, el higado y el misculo de diversos animales, asi como
en la levadura del pan. Resiste a la aceién de los 4cidos diluidos en
frio, pero se hidroliza en caliente (y en frio con los 4lealis) sepa-
randese Lumiflavia. Se puede aislar del Fermento amarillo pri-
matiwo funddndose en que su sal de plata es casi insoluble. Véase
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también mas adelante la Dextroaminacidoridasa, pues por este nom-
bre la designan también los autores que la han descubierto.

Con los descubrimientos hechos durante el pasado afio y lo que
va-del actual se ha constituido este nuevo grupo de las llamadas
Flavoproteinas o Fermentos amarillos en el cual se encuentran el
primitivo Fermento amarillo ya deserito, la Dextroaminoacidoxi-
dasa y las Flavoproteinas de CorrAN y GREEN, de Haas, de STRAUB,
Y una mixta; la de STRAUB se ha identificado con la Diaforasa de
Eurer. He aqui un cuadro comparativo de las principales propie-
dades de todas estas Flavoproteinas, tomado de Dixox:

Propiedades | 1 2 3 4 5 6
Existencia, Levadura| Leche |Levadura 1-3 Corazén | Rifién
Grupo prostético M D¢ D D D D
Color Amarillo | Rojo na- [ Amarillo Amarillo

ranja verdoso
Bandas de absor-

cién 380-465 | 350-450 | 377-455 | 380-465 | 359-451
Peso molecular 78.000 | 280.000
Id. del grupo de

la Flavina 78.000 | 38.000 | 60.000
Grupos de la Fla-
vina por mol. 1 8

Ntfimero miximo
de oscilaeién

catalitica 50 550 > 50 35 Ca. 8.500 1.440
Reaccién con azul

de metileno -+ + = il a4 L
Oxigeno + 4- - oL o it
Citocromo a y b i
Citocromo ¢ -+ + e G
Codehidrasa I red -+ + e =
Codehidrasa II

red A= +? -+ 4 i =

1 es el primitivo Fermento amarillo de WARBURG y CHRISTIAN,

2 es la Flavoproteina de CORRAN y GREEN.

3 es la Flavoproteina de Haas.

4 es la Flavoproteina mixta formada por la 1 y la 3; WARBURG.

5 es la Flavoproteina de STRAUB o Diaforasa de EULER.

G es la Dextroaminoacidoridasa de WARBURG y CHRISTIAN.

M es Lactoflavinofosfato—D es Flavino-adenin-dinucleétido.
El ndmero méaximo de oscilacién catalitica (Turnover number)

es-el nimero de veces que el catalizador es oxidado y reducido por
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minuto, pero se le suple por el cociente de dividir el equivalente de
hidrégeno del Azul de Metileno reducido en un minuto por el equi-
valente de hidrégeno de la misma Flavina. >

La nimero 2 ha sido aislada por sus autores de las preparacio-
nes concentradas de Xantinoxidasa de leche de vaca (100 litros de
ésta dan 2,5 mg. de Flavoproteina); es de color anaranjado bien
distinto de las demés y se reduce por Hiposulfito y reoxida por
oxigeno. Parece que su constitucién quimica corresponde a la de
un Dinucleétido de flavina y adenina. Activa a la Codehidrasa I
como ésta lo hace con el substrato.

La ntmero 3 ha sido aislada por Haas de la levadura y difiere
por su grupo prostético y por su soporte del primitivo Fermento
amarillo; los dos factores que la integran han sido aislados y el
cuerpo sintetizado mediante su unién. El grupo prostético es tam-
bién un Dinucleétido de Flavina y Adenina; cataliza la reaceién
entre Codehidrasa II y azul de metileno, pero no la de la primera
con oxigeno; cuando est4 muy purificada no reduce al Citocromo-c.

La nfimero 4 o mixta resulta por sintesis uniendo el soporte
proteico del viejo Fermento amarillo con el grupo prostético de la
anterior o 3. Sus propiedades son muy analogas a las del ecitado
fermento amarillo atin a pesar de tener otro grupo prostético dife-
rente, lo cual demuestra la gran influencia del soporte albuminoideo
sobre las propiedades de estos fermentos.

La ntimero 5 ha sido descubierta por STRAUB en diferentes teji-
dos animales y es idéntica a la llamada Diaforasa dé EuLEr y Fac-
tor Coencimico por GREEN descubiertas unos meses antes, en la le-
vadura de cerveza y en otros tejidos respectivamente. Este mismo
afio ha encontrado EULER (con ApLEr y GUNTHER) otra nueva Dia-
forasa y las distingue eon los néimeros I y II porque respectivamen-
te actuan sobre las Codehidrasa I y II transportando hidrégeno
de ellas reducidas al Azul de Metileno para decolorarle y explicando
cémo estas Dehidrogenasas pueden reaceionar con oxigeno molecu-
lar, con Citoeromo, o con €l citado colorante, siempre a través de las
Diaforasas; son estables frente al cianuro potasico. Es de notar que
estos cuerpos (con nombres distintos segiin los descubridores, pero
siendo los mismos) actuan sobre el Citocromo pero no eon el ¢ sino
con el a y el b cuyas funciones no se conocian todavia. EULER pre-
para la I supendiendo 50 gr. de levadura en 25 c. c. de agua, aiia-
diendo 4 e. c. de amoniaco 4N y tolueno, v autolizando por 48
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horas a la temperatura ambiente y a un Pg = 7,5 a 8,5; el autoliza-
do se centrifuga y se precipita la Diaforasa I de la solucién elara
afiadiéndole sulfato aménico, centrifugando nuevamente, disolvien-
do en amoniaco diluide y repitiendo la operacién. STRAUB la extrae
del misculo cardiaco y encuentra que tiene 0,54% de Lactoflavina
y 15,7% de nitrégeno y es muy estable para el calor no destruyén-
dose por la acciéon de 60 grados durante 5 minutos; cada molécula
puede catalizar la oxidacién de 8.500 moléculas de Codehidrasa I.
LiockArT la ha separado de algunas plantas superiores. Aparte de lo
antes dicho, se ignoran sus otras funciones en la respiracién sospe-
chandose que son activas e interesantes. De la namero 6 ya hemos
hablado y se amplian detalles al tratar de las Aminoacidoxidasas.

Aun debe anadirse al Grupo una Fumdrico-hidrogenase descu-
bierta este afio, por F. G. FiscHER y otros, en la levadura, de la
cual se separa por precipitaciones repetidas con sulfato aménice ¥
dialisis a 0 grados. Parece que su grupo prostético es también
Aloxacina-Adenina-Dinucleétido. Es diastasa hidrogenante de &eci-
do fumarieo.

Conocida la composicién quimica de estos cuerpos se compren-
de que las Fosfatasas puedan hidrolizarles separando acido fosfo-
rico y que las Nucleoxidasas puedan desdoblar la isoalaxacina de
la Pentosa; y que por estos Fermentos o por agentes quimicos se
haya conseguido la sintesis de su Grupo prostético como se logrd
la total y eompleta de las especies quimicas que la integran.

Al ocuparnos de las Codehidrasas trataremos de la aceién eon-
junta de éstas con el Fermento amarillo.

Codehidrasas—En estos tiltimos afnos se han estudiado las fun-
ciones quimicas de dos Cofermentos muy interesantes y los cuales
se denominan Coencima de WarBurg y Cocimasa de HArDEN-EULER.
La mas antiguamente conocida era esta ultima existente en la
levadura de cerveza; hace ya muchos afios que HarbpEN habia en-
contrado que el zumo hervido de esa levadura, dializado y ultra-
filtrado, favorecia y aumentaba la fermentacion alcohdlica cuando
se agregaba a los liquidos azucarados fermentescibles; se supuso
entonces que ese jugo contenia una diastasa especial protectora de
la genuina aleccholasa. Pero han sido principalmente los estudios
modernos de Evrer y MyrBArCK los que han permitido aislar esta
Cocimasa, conocer sus propiedades y determinar su estructura qui-

mica.
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Partiendo de la levadura de cerveza han podido llegar a extraer
la especie quimica en largas agujas sedosas, soluble en agua y pre-
cipitable por los 4cidos picrico y pierolénico; facilmente hidroli-
zable con 4eido sulfarico N/10 o eon 4cido clorhidrico y metanol;
la simple accién del calor permite separar de ella el dcido fosférico
si se opera en medio alcalino. Hidrogenado con sulfito sédico da
un cuerpo que posee banda de absorcién en la regién ultravioleta
del espectro. Las investigaciones hechas por EULER y sus colabora-
dores han demostrado que la Coeimasa es una especie quimica de
peso molecular = 785 y de férmula empirica: C,,H,,0,,N;P,. Por
hidrolisis 4cida produce 19,5% de adenina, juntamente con amida
nicotinica, una pentosa y 4cido fosférico; en estos Gltimos afios se
ha probado claramente que este 4cido entra en dos moléeulas
de orthofosférico, que la pentosa es la ribosa, y que las uniones de
estos cuerpos entre si y con la amida nicotinica y la adenina
coresponde a lo que se expresa en la siguiente férmula de constitu-
¢ién de la Cocimasa (segtin EULER y ScHLENEK, 1937) :

OH
"o C—CONH,

HCt Y CH Nicotinica Amida

N—y
|
C—H
|
HO—C—H
(0] | d-Ribosa
HO—(C—H
[ ;
Gl g ke O
T _
o< Ac. Fosférico |5
=
GHL SOR Z
| | =
¢—H O— X
| =
HO—-C—H L <
(¢] | d-Ribosa o=
HO—C—H g
| =
| <
| S
N — C—N 3
CH< |l I Adenina
oo b Uy
J} |
NH,—C=N

CODEHIDRASA 1
Ferm.—10
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Bs por lo tanto la Cocimasa un Difosfopiridinonucleétido y por
eso se acostumbra a designarlo con las letras DPN (para diferen-
ciarlo, como veremos, del Cofermento de WARBURG ; modernamente
se la llama, Codehidrase I por su accién bioquimica. La Cocimasa
procedente del miisculo tiene la constitucién antedicha pero la de
la levadura posee una de las moléculas de acido fosférico engarzada
en el carbono-3 de la de Ribosa y, por lo tanto, el final del esquema,
representado antes, es ahora el siguiente, (HAUSSER y KINDER) :

NH,—C—=N

E1 Cofermento de WarBURG ha sido aislado por este investiga-
dor de los eritrocitos de caballo pero se encuentra muy difundido
también en el miisculo y en la levadura de cerveza; casi siempre
estd unido con ¢l llamado Fermento intermedio que consideraremos
después.

El procedimiento de obtencién es muy complicado y consta de CINCO
FASES. La primera consiste en centrifugar la sangre de caballo y lavar
los eritrocitos sedimentados con suero fisiolégico (Cloruro sédico al 9 por mil)
varias veces; 10 litros de estos hematies se hemolizan econ 200 litros de agua
v se precipitan luego con 300 litros de acetona; el precipitado se cemtrifuga y
luego se filtra; el liquido filtrado que contiene el Cofermento, se precipita
con un volumen igual de acetona y se filtra nuevamente; este nuevo filtrado
se evapora a presién reducida hasta un tercio de su volumen con lo cual se
consiguen 220 litros de extracto acetémico. La segunda fase estd fundada
en la precipitacién fraccionada del extracto aceténico con acetato mercirico;
primeramente aparece un voluminoso preeipitado el cual no contiene ni arras-
tra nada de cofermento; filtrdndole y afiadiendo al filtrado mis acetato
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merelrico se precipita ahora el cofermento. KEs necesario hacer un ensayo
previo tomando 50 c.c. del extracto ceténico, acidulandolo con 0,1 c.c. de
dcido acético 2 N /1 y afiadiéndole 1 c.c. de acetato mereirico al 10% ; se
precipita, se centrifuga y se filtra; al filtrado se le afiade otro c.c. de pre-
cipitante y se repite la operacién hasta conseguir cuairo precipitados los cua-
les se descomponen con hidrégeno sulfurado, se filtran y lavan hasta llegar
a 25 c.c. de liquido; se tienen asi cuatro liquidos sobre los cuales se ensayan
las cantidades de oxigeno que mnecesitan y se observa que el precipitado pri-
mero apenas necesita en tanto que el segundo y el tercero necesitan mucho;
con arreglo a ello se procede ahora con la masa principal del extracto ceté-
nico precipitando los 200 litros con 4,4 litros de acetato de mercurio al 10%
y 440 c.c. de 4cido acético 2N, filtrando y afiadiendo al filtrado (que es en
donde se encuentra el Cofermento) 12 litros de la disolucién de acetato mer-
clrico; este nuevo precipitado se recoge y lava, se interpome en agua y se
descompone con gas sulfhidrico agitando; se filtra nuevamente y el liquido
se concentra y precipita con acetona recogiendo el nuevo precipitado en
donde se encuentra casi todo el Cofermento (de las aguas madres puede
aprovecharse el resto por nuevas preecipitaciones). La tercera fase esta fun-
dada en el hecho de ser facilmente soluble en agua la sal barica del Cofer-
mento (y precipitable por adicién de alcohol) en tanto que son insolubles
el fosfato y el difosfoglicerato baricos. Los 5990 mg. obtenidos de las dos
fracciones de precipitacién anterior se disuelven en 500 c.c. de agua y se
precipitan con 53 c.c. de acetato de bario al 22% ; se filtra y lava el preeci-
pitado, y los liquidos se tratan con disolucién saturada en frio de barita
hasta conseguir color amarillo; se filtra y lava nuevamente y los nuevos
liquidos, que llevan el Cofermento, se precipitan con alcohol (tres volimenes)
recogiendo ahora el precipitado el cual se disuelve en agua, y se preeci-
pita el Cofermento en la disolucién agregando 7 gr. de acetato merctrico
recogiendo el nuevo precipitado, descomponiéndolo con 4cido sulfhidrico, ete.,
como antes, para terminar precipitando con acetona; se obtienen asi 644 mgr.
de Cofermento todavia impuro. La cuarta fase estdi fundada en la propie-
dad que tiene el Cofermento de ser completamente insoluble en metanol, pero
se hace soluble cuando se acidula con un 4cido fuerte; si éste no es muy
fuerte y la temperatura es baja no se inactiva el Fermento; de su disolucién
aleohblica-4cida se precipita por adicién de éter acético en tanto que las subs-
tancias que lo acompafian (4cido adenilico principalmente) quedan disuel-
tas; el metanol 4cido es el Gnico disolvente del Cofermento. 500 mgr. de éste
se disuelven a 0° en metanol anhidro adicionado de 4cido elorhidrico N /10
con lo cual queda un pequefio resto insoluble que se separa por centrifugacién
y filtracién; al filtrado se adiciona tres veces su volumen de éter acético
glacial y el precipitado producido ahora se centrifuga y se lava con el mis-
mo éter tres veces; se deseca en desecador, primero con 4cido sulfarico y
luego con hidrato potésico; se consigue asi 465 mg. de Cofermento con una
pérdida de 7%. La quinta y tltima fase consiste en una precipitacién frae-
cionada de la disolucién del cofermento en 4cido acético normal por adieién
de acetato de plomo con el cual precipitan principalmente las impurezas que
todavia le acompafian; del liquido sobrenadante precipita el aleohol, la sal
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plambica del fermento en parte; y del liquido que queda, por enfriamiento
a 0 grados, se deposita la mayor parte de esa sal de plomo. 600 miligramos
de cofermento de la fase anterior se disuelven en 200 c.c. de 4cido acético
N/1 a la temperatura ordinaria; se agregan 32 c.c. de acetato de plomo N ;
se deja una hora entre agua helada, se centrifuga a 0 grados y se obtiene
la fraccién I de sal de plomo; el liquido separado se calienta a 30 grados
y se agrega agitando 60 c.c. de alcohol consiguiéndose el segundo precipitado
o fraceién IT que se separa por centrifugacién a 20 grados; el liquido sepa-
rado se deja 17 horas en la mevera y precipita la fraceién III separable por
centrifugacién a 0 grados; su agua madre se calienta -a 30 grados y se le
adiciona mAs alcohol, dejéndola en la nevera durante 17 horas; el depésito
producido y separado es la fraceién IV; las fracciones I y IL se juntan, se
interponen en agua, se descomponen con gas sulfhidrico, se filtra el sulfuro
de plomo y se precipita el liquido con alcohol y Acido nitrico; el precipitado
so lava para privarlo de 4cido y se deseca; con las otras fracciones se opera
lo mismo y se obtiene en total 419 miligramos de Cofermento purisimo con
una pérdida de 20%. En total de 100 litros de eritrocitos de caballo se
logran 600 miligramos de Cofermento puro; perdiéndose en las manipulacio-
nes otro tanto puesto que la riqueza en Cofermento de un litro de glébulos
rojos es de 12 miligramos.

El Cofermento en su mayor grado de pureza es un polvo ama-
rillo muy soluble en agua y precipitable por el alcohol y la aceto-
na asi como por los Acidos fuertes (clorhidrico, sulfarico y nitrico) ;
los precipitados son coloidales. Es soluble en metanol acidulado,
pero insoluble en todos los demés disolvente orgénicos. Es activo
a la luz polarizada y su disolucién acuosa al 3% presenta un po-
der rotatorio levogiro de [a]p=—24,6°. Su cardcter quimico es
4cido y azulea el papel rojo congo. 1 miligramo de Cofermento
disuelto en 0,5 c.c. de agua necesita 0,2 c.c. de solucién N/100 de
hidrato sédico para neutralizarse frente al anaranjado de metil>
v 0,4 c. c. de la misma disolucién frente a la fenolptaleina. Procu-
ce algunas de las reacciones coloreadas del triptofano y muchas de
las del 4cido adenilico de la levadura o del misculo; asi p. e. da
coloracién azul eon el a-naftol disuelto en &cido sulffirico concen-
trado. Su analisis elemental da la siguiente composicién: 34% de
C; 4% de H; 13% de N y 12% de Ph. Se puede hidrolizar colo-
cando 50 mgr. de &l eon 50 c.c. de amoniaco al 2.5% en crisol
de porcelana y en autoclave durante 215 horas a 150 grados; se
separa de este modo todo su fésforo al estado de 4cido fosfoérico.
Si 1a hidrolisis se practica en medio dcido (calentando 50 mgr. del
cuerpo con 10 c. e. de 4cido sulflirico N/10 durante 6 horas a re-
flujo en b. m. hirviendo) no se separa méas que un 40% de su
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fésforo, pero en cambio se pueden aislar dos bases nitrogenadas;
la adenina y la amida nicotinica cuya suma de nitrégenos da
exactamente el del Cofermento. La adenina puede separarse por
precipitacién con sulfato de plata y la amida nicotinica emplean-
do el 4cido fosfotungstico y pasando el precipitado, luego a sal de
platino. Pueden practicarse determinaciones cuantitativas de esas
dos bases, asi como también de la pentosa que también contiene
su molécula (19,6%), por el furfurol producido al hervirlo con
4eido clorhidrico y destilarlo con vapor de agua. El peso molecu-
lar determinado por el método crioscépico es de 875 (més elevado
que el verdadero por tener lugar alguna asociacién molecular).

Modernamente se ha podido establecer que una molécula de Co-
fermento produce por hidrolisis exactamente una molécula de ade-
nina, otra de amida nicotinica, dos de ribosa y tres de &cido
orthofosférico. Su constitucién quimica es, por consiguiente, muy
parecida a la que consignamos para la Cocimasa de la cual no se
diferencia més que en una molécula més de &cido fosférico; el
grupo central de la férmula de la Cocimasa debera sustituirse por
este otro:

—0 OH OH

EP_O—-P{O_P/

Fl

Por tanto, el Cofermento es un Trifosforopiridinonucleétido y
por eso se designa con las letras TPN ; actualmente se le llama Code-
hidrasa II. Conocida la constitucién quimica de estas dos Codehidra-
sas se comprende la posibilidad de transformar la una en otra; I
pasa a II por fosforacién y II pasa a I por desfosforacion. EULER
ha conseguido llevar a cabo la transformacién de la Cocimasa en
Coferemnto operando a un Py = 7-8 mediante la accién del 4ci-
do fosférico en presencia de una Fosforilasa.

También han logrado SCHLENK y sus colaboradores desaminar la
Cocimasa tratdndola con 4cido nitrico el cual actfia normalmente
sobre el grupo NH, de la adenina cambiéndole en oxhidrilo y por
tanto a ese nficleo en el de hipoxantina:

N=C—NH,}0=N_OH = N=C—_OH{ H,0+N,.
oy
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Como en las respectivas moléculas de las dos Codehidrasas existen
grupos oxhidrilos &cidos libres (del acido fosférico) y grupos ami-
do o amino basicos libres (de la amida nicotinica y de la adenina)
es muy posible que reaccionen entre si con deshidratacién produ-
ciendo el lactamo correspondiente seglin piensa MyrBAECK. Las dos
Codehidrasas pueden separarse, como ya vimos, por método eroma-
tografico empleando Altmina como adsorbente de la II.

La accién deshidrogenante que ejercen estas dos Codehidrasas,
Y que es reversible, se explica mediante una transposicién interna
del niicleo piridico de la amida nicotinica:

CH
Ho/\ C—CONH, -++H, HC l N\ ¢—coNH,

HC U ——SH, PILI(IJ CH,
v

Amida Amida
Nicotinica. dihidronicotinica.

y de este modo se explica que la forma oxidada sea una base fuerte
establece en medio acido en tanto que a la forma reducida le sucede
lo contrario. ApLER ha observado la aparicién de un color ama-
rillo cuando se reduce la Cocimasa en medio alealino con hidro-
sulfito a Pg = 13; el cuerpo originado es un producto intermedio
(como las hidroquinonas) y no la forma reducida del Fermento,
de la cual se diferencia por su aspecto de absoreién y porque reduce
a la plata y al azul de metileno. También puede suponerse, para
la deshidrogenacion reversible de las Codehidrasas, la pérdida o
ganancia de electrones libres que tienen los &tomos de nitrégeno
piridico y oxigeno fosférico tal y como se representan en la fér-
mula de constitucién que consignamos para la I anteriormente.
Como las formulas reducidas tienen fluorescencia y bandas de ab-
sorcién puede seguirse ficilmente el proceso hidrogenante o el
inverso.

Estos procesos hidrogenantes pueden ser reversibles o irre-
versibles; ejemplo de estos Gltimos es la accién del hidrégeno ga-
seoso en presencia del negro de platino; las Codehidrasas fijan H,
en el nticleo piridico de la amida nicotinica para pasarlo a ciclo
piperidinico quedando intacto el resto de la molécula; pero ya no
se regenera la primitiva Codehidrasa si se pretende ahora deshi-
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drogenar este cuerpo, como no sea en presencia del Fermento ama-
rillo el cual (por su grupo de aloxacina) es aceptor de hidrégeno
y lo toma de la forma reducida de la Codehidrasa. Las hidrogena-
ciones de éstas con hidrosulfito sédico, son reversibles en cambio;
y lo mismo sucede con las efectuadas in vivo con los esteres fosf6-
ricos de la glucosa. La actividad de las Codehidrasas se mide por
lo que se llama ‘‘Capacidad de hidrégeno’’ que es la cantidad de
este gas que toma la unidad de peso del Cofermento cuando se le
coloea en presencia de un exceso de acido hexosafosférico; se deter-
mina manométricamente tratando la Codehidrasa con Fermento
amarillo, que lo deshidrogena por cesién de oxigeno, y midiendo
el que ha necesitado para ello: la muestra més pura de Codehi-
drasa II lograda por WARBURG tiene una capacidad de hidrégeno
de 30 e. c. por miligramo de substancia. Queda todavia por dilucidar
la funcién que desempefia la parte de dcido adenilico de estas dos
Codehidrasas. ScHELENK y sus colaboradores establecen estas
dos hipétesis: 1* Esta parte de la molécula, especialmente el gru-
po aminico NH, de la adenina, toma parte en la unién del grupo
prostético de esas Diastasas con su soporte albuminoideo; 2* El
4cido adenosin-5-fosférico (durante el funcionamiento de la Code-
hidrasa como deshidrogenante, especialmente en la glucolisis) pue-
de funcionar como Cofosforildsa (Codiastasa transportadora de
acido fosférico) porque se liberan sus moléculas de dcido fosfo-
rico. No esti todavia bien dilucidado cuél de estas dos hipédtesis
es la verdadera.

La accién de estos Cofermentos sobre los esteres fosféricos de
la glucosa se ha extendido a otros substratos derivados de ellos;
asi la Codehidrasa I, de la levadura, actGa también sobre los dcidos
Dioxiacetona y Gliceraldehidofosféricos (que derivan respectiva-
mente de la cetona y del aldehido glicéricos); y la extraida del
misculo lo hace sobre los 4cidos lactico y maélico. En cambio
la II del higado actiia sobre la Glucosa sin fosforilar. En todos los
casos la accién es deshidrogenante y conduce a la produeciéon de
4cidos fosfohexénicos, fosfotridmicos, ete.

Las dos Codehidrasas se distinguen ademés por el Apofermento
v soporte albuminoideo. La 1 tiene a la llamada Proteina B, la
cual ha podido ecristalizar NEGeLEIN (1937) y determinar su peso
molecular = 70.000. La II contiene la Proteina A, de este autor,
la cual es muy diferente de la B aun cuando las dos existen en
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la levadura. - Esta diferencia en la proteina especifica repercute
en la accién diferente de las dos Codehidrasas puesto que la II
actiia principalmente sobre el ester monofosférico de la glucosa
transforméndolo en ester monofosférico del 4acido gluebnico en
tanto que la I lo hace sobre el ester difosférico de la Glucosa y
también actia sobre el alecohol para pasarlo a aldehido.

Pero es hora ya de deeir que estas Codehidrasas, como su nom-
bre indica, son Cofermentos y no actGan més que en presencia de
otras Diastasas. La Codehidrasa II necesita el concurso del Fer-
mento amarillo y, ademés, del llamado por WARBURG Fermento -
termedio; el primero act@a como transportador de oxigeno y el
segundo como activador del substrato. El mecanismo de accién de
los tres Fermentos es el siguiente:

Los dos atomos de hidrégeno del substrato van a la Codehidrasa
como ya explicamos antes fijandose en su nficleo piridico; el Fer-
mento amarillo actia entonces sobre la forma reducida de la Co-
dehidrasa y -toma esos dos dtomos de hidrégeno restituyéndola a la
forma primitiva; el hidrégeno retenido por el fermento amarillo
es cedido ‘después al oxigeno molecular y se produce peréxido de
hidrégeno, el cual es desecompuesto por el fermento intermedio
que- retiene hidrégeno y libera oxigeno activo. Necesita ademés
el concurso del magnesio como activador.

Lia Codehidrasa I necesita también al magnesio como activador;
juntamente con fosfatos; el sistema precisa al Fermento amarillo
y puede expresarse, segin BULER, del modo siguiente:

Substrato—H;+Apo—D—CoD & Substrato  ApoD—CoD—H,

que significa la emigracién del hidrégeno del substrato a la Code-
hidrasa completa (Apodehidrasa o Proteina 4+ Codehidrasa o grupo
prostético). La intervencién del Fermento amarillo se expresa del
siguiente modo:

AipoD—-C.oD—Hz.»j,‘Feymento amarilloz== ApoD—CoD-{Fermento amarillo—H,

Parece demostrado que ni el Citoeromo-¢ ni el oxigeno molecu-
lar deshidrogenan a la forma reducida de las Codehidrasas y que
tnicamente lo hace el Fermento amarillo. Pero es necesario cono-
cer €l mecanismo posterior de cesion de ese hidrégeno por este il-
timo fermento para lo cual se mecesitan aceptores de hidrbgeno.
Puede serlo el oxigeno molecular como ha probado WaARrBURG, in-
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cluso en las bacterias lacticas anaerobias; no lo es el llamado fer-
mento respiratorio. Segin THEORELL (1936) el aceptor es el Cito-
cromo-¢ y segiin EULER el oxigeno separado del substrato. Al deeir
de CooLiDGE interviene la indofenoloxidasa, la cual adsorbe Cito-
cromo y Cocimasa formando un producto catalitico activo. La for-
macién de agua oxigenada en todos estos procesos ha sido muy
defendida por BErTHO pero discutida por otros autores.

Tl Fermento intermedio, antes mencionado, ha sido aislado de
los eritrocitos de caballo por WARBURG. Es una substancia albumi-
noidea y, por tanto, de peso molecular muy elevado; se la ha pre-
tendido identificar con la Proteina A, que es el soporte del Cofer-
mento aislada por NEGELEIN. WAGNER-JAUREGG lo ha extraido del
miisculo de rana y de semilla de calabaza, completamente exento
de Fermento amarillo y de Codehidrasa; ha podido observar que
su accion deshidrogenante es muy débil pero se aumenta conside-
rablemente si se le afiaden los dos tiltimamente citados. Se une
con la Codehidrasa II formando un Simplezo que actiia como trans-
portador de hidrégeno. NEGELEIN y HaAs suponen que el fermento
intermedio no es realmente una Diastasa porque su soporte pro-
teico no toma parte en las reacciones de deshidrogenacién de dicho
fermento, como oeurre con sus analogos.

Fl esquema de respiracion sin hierro puede, finalmente, repre-
sentarse del modo siguiente habida cuenta de los hechos y teorias
expuestos:

Apo—D...Co—D Fermento amarillo—H,
Substrato—H.— n Ty ‘n 4
Apo—D.. . Co—D—H, Fermento amarillo

+ 0 = H.0,
4 Mb = MbH, (4 % 0,=Mb 4 H,0)
4 Fe... (Citocromo) = Fe.. (Citoeromo)

Mb representa azul de metileno y Mb-H, su leucobase.—Para la
aceién del Citoeromo se necesita la accién de su diastasa especifica
la Citocromoxidasa—En el esquema anterior se puede apreciar,
también, el paso de Respiracién sin hierro a la ferruginosa.
Después de conocer las constituciones quimicas y el modo de
actuar de todos los Pigmentos respiratorios con y sin hierro, pode-
mos recapitular los tipos o clases distintas de mecanismos de Oxi-
dacién y de Reduccién, considerando especialmente a los llamados



154

Transportadores de Hidrégeno y de Oxigeno. De ellos hemos hecho
mencién en diversas ocasiones pero estimamos pertinente ahora
una consideracién de conjunto. DixoN establece SEIS tipos dis-
tintos de reaccién:

El Primero y més sencillo puede representarse en su aceidn
por el esquema siguiente:

Dehidrogenasa . 3 Substrato — 0, ;

en este caso el substrato reacciona directamente con el oxigeno
molecular y la Diastasa no hace més que activar a dicho substrato.
Un ejemplo de este tipo es la oxidacién de las bases paricas me-
diante la Dehidrogenasa descubierta por HorPkINs en la leche (véa-
se mas adelante la Diastasa de SCHARDINGER) y la cual existe tam-
bién en muchos tejidos animales. Lia oxidacién de aldehidos, y
probablemente de amino-acidos, corresponde a este tipo.

El Segundo esti constituido por aquel sistema de Dehidroge-
nasas que no pueden reaccionar directamente con el oxigeno mo-
lecular, pero en cambio pueden reducir y decolorar a diversas ma-
terias colorantes, las cuales son las que actGian como Transporta-
dores de hidrégeno. La mayor parte de los casos que pueden citarse
en este grupo son de sistemas artificiales o Modelos, tan emplea-
dos y tan dtiles en bioquimica; en ellos el azul de metileno es la
materia colorante de preferencia. Pueden representarse grafica-
mente asi:

Dehidrogenasa —> Substrato ,___5C____50,

en donde C es el colorante.

En el Tercero el cuerpo intermedio o Transportador mno es
una materia colorante sino una substancia bioquimica, un fermento
respiratorio. El sistema es:

Dehidrogenasa —> Substrato . C__.__50,

Oxidasa

v la substancia C es casi siempre el citocromo-¢, que ya estudia-
mos, en sus dos formas, oxidada y reducida (con Hierro tri y bi-
valente, respectivamente). Se diferencia del sistema anterior en
que la forma reducida de C no se oxida directamente por O, sino que
precisa el concurso de otra diastasa que es la Citrocromozidasa,
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la cual se ha pretendido identificar con la Indofenoloxidasa y con
el Fermento respiratorio o de WARBURG, como ya vimos antes. Este
sistema es de gran importancia y a él se refiere todo €l proceso de
respiracién de las células de levadura y de muchas bacterias. Son
escasas en mumero las Dehidrogenasas que activan al substrato en
este tipo; las que oxidan al 4cido lictico en la levadura (Lacti-
colisis) y al sucinico en el musculo, son las principales.

En los tipos siguientes intervienen distintos Transportadores,
los cuales actian en cadena.—El esquema para el tipo Cuarto es
el siguiente:

Dehidrogenasa — . 3 Substrato Cy C, 2505

en ¢l cual C, puede ser la Codehidrasa IT (si el substrato es Hexo-
samonofosfato) o Codehidrasa I (en otros casos), C, es el Fermento
amarillo. Debe hacerse notar que cada eslabén de esta cadena es
apto para reaccionar solamente con sus contiguos, pero no con nin-
ghln otro; el substrato activado no se oxida por oxigeno ni por el
Fermento amarillo sino por Codehidrasa; ésta, reducida, no la hace
mis que por dicho fermento, el cual es el tinico apto para tomar
oxigeno o ceder hidrégeno en presencia de O,.
En el tipo Quinto ya existen tres transportadores:

Dehidrogenasa .3 Substrato ¢, 5 C. C, 0,

Oxidasa

C, es la Codehidrasa, C, es el Fermento amarillo, C, es el Citocro-
mo-¢. Se precisa el concurso de C, porque C, no es capaz de redu-
cir a C, directamente. THEORELL prueba que con la débil presion
de oxigeno que tienen los tejidos, la oxidaeion directa de C, es
muy lenta pero en cambio este C, reducido puede a su vez redu-
cir facilmente al C,.

En todos los casos considerados hasta ahora (salvo en los que
interviene el Citocromo-c¢) la molécula de Oxigeno acttia como
aceptor de hidrégeno formandose primeramente Perdxido de Hi-
drégeno. Esto no ocurre en los tipos 3 y 5.

Finalmente el tipo Sexto es el sgenuino sistema de SzeENT-
GYOERGYI que consideramos ya:

Dehidrogenasa .. 3 Substrato, — 5 G, 5 Substrato,
— 03‘ — 02

Oxidasa
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el substrato, es el sucinato el cual pasa a fumarato o substrato,
por C, (ecuya naturaleza quimica no se conoce alin pero que no €s
ni Fermento amarillo ni Citocromo) ; C, es el Citocromo-¢ que pasa
el fumarato a término ulterior de oxidacién (oxalacético) con el
concurso de una oxidasa.

La Respiracién celular es la suma total de todos los medios
diversos de actuar el Oxigeno y que se acaban de describir; pero
es muy dificil discriminar esas formas porque de ordinario se nos
ofrecen simultdneamente.

DEHIDRASAS

En este gran subgrupo de las Desmolasas se comprenden todas
las Diastasas deshidrogenantes, que activan al hidrégeno separado
del substrato. Su accién se aprecia mediante el azul de metileno
que acttia como aceptor de ese hidrégeno y se decolora por pasar
a su Leucobase:

Mb 4+ H, = MbH,
Pero es mecesario operar en el vacio porque si hay presencia de
oxigeno molecular, dicha Leucobase se autoxida y regenera al ci-
tado colorante:
2 MbH, 4- 0, = 2 Mb - 2H,0

Si el hidrégeno separado del substrato por la Dehidrasa es acep-
tado por el oxigeno molecular, el Fermento se llama Dehidrasa
Ozitropa; si lo es por otro aceptor se denomina Anoxitropa. Los
llamados venenos del hierro (Acido cianhidrico, Acido sulfhidrico
v Oxido de carbono) paralizan la accién de las Dehidrasas aero-
bias pero no las de las anaerobias, las cuales se inactivan, en cam-
bio, por narcéticos; precisamente porque son paralelos, ecomo ya
vimos, los procesos Oxibi6ticos y de Respiracién con hierro; y los
Anoxibiéticos y de Respiracién sin hierro.

Las Dehidrasas se llaman también Dehidrogenasas e Hidroqus-
nasas. — Son muy dificiles de extraer de las células porque se
encuentran en el interior de ellas unidas a otros fermentos, consti-
tuyendo complejos denominados Ozidonas por BATELLI y STERN.—
Muchas de ellas no actian méis que con ¢l concurso de los Cofer-
mentos ya estudiados (Codehidrasa I y II, Fermento amarillo, ete.)
Se distinguen en sus nombres segiin la naturaleza quimica del subs-
trato sobre el cual actfian: Aldehidrasas, Alcoholdehidrasas, Aci-
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dodehidrasas, Purinodehidrasas y Fenoldehidrasas—En el siguien-
te cuadro, de AMMoN y DIRSCHERL, Se consignan las méas impor-
tantes, juntamente con los organismos donde se encuentran, su
funcién y sus Cofermentos (D quiere expresar la palabra Dehi-
drasa) ; lo completamos con algunos datos de Dixon.

OasToN describe los métodos de preparacién de muchas de ellas
y demuestra que en la levadura existen, por lo menos, las siguien-
tes: Léctico, Sucinico, Malico, Citrico, Glicerofosférico, Glucosa,
Hexosamonofosfato, Hexosadifosfato, Aleohol y Xantinodehidrasas.

CUADRO DE LAS PRINCIPALES DEHIDRASAS
NOMERE EISTENCIA ACCION | COFERMEN- | FERMENTO
TO AMARILLO
Acido-f6rmi-| Bacterias, semillas, Mtscu-| Oxitropa Codehidrasa I Si
co-D lo de varios mamiferos
Acido-acéti-|Bacterias, Hongos superio-| Oxfitropa
co-D res, Tejidos animales —
(misculo no)
Acido-sucini-|En casi todos los tejidos ve-| Oxitropa No No
co-D getales y animales
Acido-mé&li-jComo el anterior Oxftropa Codehidrasa I St
co-D vy II
Acido-lacti-|Como el anterior Anoxitropa | Variable Variable
co-D
Acido-citri-|Falta en plantas superiores| Oxftropa Codehidrasa I S
co-D Anoxitropa
Alcohol-D Levadura; higado Oxftropa Codehidrasa I Si
Aldehidrasa Leche; higado Oxitropa No
Diastasa de|Leche Oxftropa
Schardinger
Acido-glutdmi-| Bacterias, levadura Codehidrasa I1
co-D
Idem Higado; plantas Codehidrasa I
Aecido-hidroxi-| Tejidos animales Oxitropa No
glutérico-D
Xantino-D En vertebrados Ox{tropa No No
Acido glicero-| Mtisculo Oxitropa Variable
fosférico-D
Triosafosfa-|Levadura; Misculo Oxitropa Codehidrasa I Si
to-D
Glucosa-D Higado Oxftropa  |Codehidrasa I si
vy II
Ester - Robi-Levadura Ox{tropa Codehidrasa II Si
son-D
Ester-Neub-|Levadura Oxitropa Codehidrasa T Si
erg-D
Ester - Har-|Levadura Oxfitropa Codehidrasa I Si
den-D
Acido-fosfo-|Levadura Oxitropa Codehidrasa IT
hexénico-D
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Entre las Alcoholdehidrasas se pueden citar las que existen en
el higado y en el rifién, y las que se encuentran en las bacterias
acéticas y determinan la primera fase de la fermentacién acética
que es el paso de alcohol a aldehido:

CH,—CH,0H + D = CH,—COH -+ D—H,

El aldehido formado pasa a acido por la accién de la Acetalde-
hidrasa :

CH,—COH - H,0 4+ D = CH,—COOH 4 D—H,
o por Dismutacién mediante la Aldehido-mutasa :
2 CH,—COH = CH;—CH,OH 4 CH,—COOH

La Alcoholdehidrasa no posee especificidad mareada, puesto
que puede actuar también sobre los alcoholes metilico, propilico,
isobutilico e isoamilico transformindolos en los aldehidos corres-
pondientes. Muchas veces utiliza ecomo Cofermento la Codehidrasa
I y en su actividad oxitrépica intervienen también fermentos fe-
rruginosos como el Citocromo; la supuesta agua oxigenada que
pudiera formarse se descompone enseguida por la accién de la Ca-
talasa siempre presente. La accién contraria o reversible, el re-
torno de aldehido a aleohol lo produce una Diastasa especial hidro-
genante llamada Acetaldehido reductasa la cual posee un grupo
prostético muy similar al de la Codehidrasa I y hasta se supone
que sea idéntico al de ésta (WARBURG y CHRISTIAN) ; en realidad
la alcoholdehidrasa y la acetaldehidoreductasa son un mismo fer-
menot de accién reversible cuyo soporte proteico es la Proteina de
NEGELEIN.

En las Aldehidrasas se comprenden las que actiian sobre alde-
hidos (mejor sobre sus hidratos) pasindolos a 4cidos. Asi la Ace-
taldehidrasa que hemos mencionado antes, y la Metilgliozaldehi-
drasa, de NEUBERG, que existe en el mtsculo y que transforma el
hidrato de metilglioxal en 4cido l4etico pero con el concurso indis-
pensable de la Glutathiona (LLoEMANN).

: /OH
CH,—CO—CH — 5 CH—CHOH—COOH ;
\OH
no debe confundirse con la Gliozalasa del mismo autor porque esta
ultima actfia sobre el mismo substrato (metilglioxal) pero lo cam-
bia en 4cido pirtivieo
(CH,—CO—COOH).
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También figura en este grupo la Glucolasa del mismo autor
Y que es la responsable de transformar la molécula de glucosa ya
desfosforilada en dos moléculas de metilglioxal:

COH—(CHOH),—CH,0H = 2 CH,—CO—CH (OH),

Su existencia es negada por MEYERHOFF porque este autor no ad-
mite, en la glucolisis, la formaciéon de metilglioxal; ni en la leva-
dura ni en el misculo. ;

La Glucosadehidrasa es también una Aldehidrasa puesto que la
Glucosa es un aldehido; actia sobre el hidrato de este substrato
pasindolo a éacido glueénico:

COH—(CHOH),—CH.,0OH —___y COOH—(CHOH),—CH,OH

ha sido descubierta por HARRISON en 1931 y existe en el higado de
diversos animales; necesita el concurso de la Cocimasa o Codehi-
drasa I o también de la II juntamente con el del Fermento amari-
llo; se favorece su accién afadiéndole el sistema Citoecromo—Citocro-
moxidasa. Hs, naturalmente, distinta de la Hexosa-monofosfatode-
hidrasa puesto que actia solamente sobre la Glucosa libre. La Glu-
cosidasa de MuLLER (1928) ejerce, en cambio, la misma accién y
sobre- el mismo substrato; pero es una genuina oxidasa, que pre-
cisa la presencia de oxigeno molecular; no existe mis que en cier-
tos mohos.

La o-Glicerinfosfato-dehidrasa existe en el musculo (MEYER-
HOFF, 1919), acttia sobre el dcido glicerofosférico transformando
su grupo aleohdlico primario en aldehido y al euerpo, por lo tanto,
en aldehido glicéricofosfato:

CH,—0—PO(OH), CH,—0—PO(0H),
CHOH FTY : CHOH

I s é

CH,OH +2H 0OH

su aceibén es reversible y necesita €l concurso de la Codehidrasa I,
la cual se hidrogena y cede luego su hidrégeno mediante la inter-
vencién del acido piriivico existente en el misculo.

La Hexosadifosfatodehidrasa existe en el miisculo y también en
la semilla de pepino; deshidrogena el ester difosférico de la frue-
tosa (ester de HARDEN-YOUNG) y necesita el concurso del fermento
amarillo. La Hexosamonofosfato-dehidrasa actfia sobre el ester mo-
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nofosférico de la glucosa (el de RoBiNsON) y sobre el de la frue-
tosa (el de NEUBERG) ; tiene como coadyuvantes a las Codehidrasas
Iy II y al fermento intermedio segiin se expresan en el cuadro
anterior; se identifica con este Gltimo segin WARBURG.

El grupo de las Acidodehidrasas abarca a todas las que deshi-
drogenan a diversos icidos orgénicos.

La Formicodehidrasa existe en diversas bacterias y semillas de
plantas asi como en el tejido muscular de muchos animales mami-
feros; tiene como Cofermento a la Codehidrasa I y transforma al
acido férmico en anhidrido carbonico:

H—COOH, = CO, + H, .

Lia Aceticodehidrasa existe en hongos, bacterias y ciertos teji-
dos animales (no en el muscular) pasa el dcido acético a sueinico
doblando la molécula:

2 CH,—COOH = COOH—CH,—CH,—COOH -} H,

Las Dehidrasas de dcidos grasos homélogos de los anteriores
existen en diversos tejidos animales; la del propiénico del museculo
de buey pasa a este 4cido a piravico:

CH—CH,—COOH___ CH, = CH—COOH —___
CH,—CHOH—COOH _____, CH,—CO—COOH .

En el jugo pancreitico, en la bilis y en el higado existen otras
dehidrasas de 4acidos grasos (butirico, valeridnico, eaproico, ete.)
aun no bien conocidas pero que en general pasan el acido graso a
acetilacético, el cual se descompone luego en el rifién (JowEsTT).

La Ozalicodehidrasa existe solamente en las plantas y se duda
si es una genuina oxidasa. 2

La Sucinodehidrasa o sueinico-dehidrasa es una de las méas im-
portantes de este grupo. Fué descubierta por THUNBErG (1909)
en el mtsculo de rana como una dehidrasa oxitropa. BATELLI ¥
STERN probaron que se encuentra unida, en el interior de las célu-
las, con otras diastasas formando los complejos llamados ‘‘Ozido-
nas’’ por esos autores; el caso se da principalmente con la Indo-
fenoloxidasa para formar la Sucinoxidona que, a veces, funciona
como si fuera un solo y finico fermento. Lia Sucinodehidrasa actia
sobre el 4cido sucinico transformindolo en fumérico por deshi-
drogenacién :
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COOH—CH,—CH,—COOH _____, COOH—CH = CH—COOH + H,

pero generalmente actGa enseguida la Fumarasa que hidrata a
este 4cido fuméarico cambidndolo en malico:

COOH—CHOH—CH,—COOH ;

inicamente si el musculo se lava bien con agua (antes de tratarlo
con disolucién de fosfato disédico para extraer la sucindehidrasa)
se consigue ésta exenta de Fumarasa. La accién aerobia de la
Sucinodehidrasa se inhibe por el 4cido cianhidrico pero la anaero-
bia en cambio llega hasta activarse; la inactivada se reactiva por
adicién de azul de metileno pero no por el Citoeromo, conforme
el esquema siguiente de SZENT-GYORGYI:

Se paraliza per CNH

Citocrono—Citocromoxidasa (IFermento respiratorio —
: Indofenoloxidasa.
Sucinodebidrasa 4 /

Azul de metileno

No se paraliza por CNH

No se precisa la accién coadyuvante de las Codehidrasas ni del
Fermento amarillo.

La Malicodehidrasa existe también en el musculo de rana, des-
hidrogena al 4cido mélico y lo transforma en oxalacético:

COOH—CHOH—CH,—COOH 5 COOH—CO—CH,—COOH{ H,

Pero el acido oxalacético se desecarboxila en seguida (por la presen-
cia y accién de la Carboxilasa) y pasa a écido pirGvieo:

COOH—CO—CH,—COOH = C0O,+ COOH—CO—CH,

la descarboxilacién puede continuar sobre el mismo &cido piravied
el cual se transforma en etanal:

COOH—CO—CH, = C0O,}-CH,—COH

el cual lnego pasa por deshidrogenacién de su hidrato a 4cido acéti-
co. Pero también puede pasar el acido oxalacético nuevamente a
mélico actuando como aceptor de hidrégeno, como ha podido demos-
trarse por ser la accibén reversible. Se conoce poco acerca de la
especificidad de esta diastasa la cual necesita el concurso del fer-
mento amarillo, de la Codehidrasa I y posiblemente, dela II. -

Ferm.—11



162

Lia Ldcticodehidrasa, encontrada por Mevyermorr (1919) en el
misculo, acthia sobre el acido lactico pasandolo a piravico:

CH,—CHOH—COOH = CH,—CO—COOH+{-H,

se encuentra también en la levadura y en ciertas bacterias; su
espeeificidad no estd atn bien probada aunque se sabe que no
actiia mas que sobre el dcido lactico natural sarcolactico, que es
el isomore dextro. Necesita el concurso de la Cocimasa o Code-
hidrasa I y del fermento amarillo (para la del misculo de rana
pero no para la de la levadura o del Bacilo Cols).

La B-Oxzibutirodehidrasa se encuentra en mohos, bacterias, higa-
do y museulo; pasa el acido B-oxibutirico a acetilacético:

CH,—CHOH—CH,—COOH = CH,—CO—CH,—COOHH,

necesita el concurso de la Codehidrasa 1.
La Citrico-dehidrasa transforma al acido citrico en acetonadicar-
bénico :

OH

4
COOH—CH,—C—CH.—COOH = COOH—CH,—C0—CH,—COOHH,}-CO,
COOH

con el concurso de la Carboxilasa; necesita Fermento amarillo y
Codehidrasa I. Segiin MarTiNs y Knoop, la diastasa del higado ac-
ta sobre el dcido citrico de otro modo y es pasandolo sucesivamente
a 4cido acénico, acido isocitrico y, finalmente, a acido a-cetoglu-
tarico, seglin expresan las reacciones siguientes:

O
7
COOH—(CH,—C—CH,—COOH _5 COOH—CH,—C = CH—COOH4-H,0——
—H,0
COOT g COOH
4cido aconitico 4cido isocitrico

COOH—CH;—CH—CHOH—COOH

COOT L
COOH—CH,—CH—CO—COOH
I —C0sr—
: COOH .
COOH—CH,—CH.—CO—COOH
Acido a-Cetoglutarico.
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La Diastasa de ScHarpINGER ha sido objeto de consideracién
nuestra cuando nos ocupamos de exponer la teoria de WIELAND
para explicar las 6xido-reducciones intraorgdnicas. Entonces ex-
plicamos su accién de Reduectasa o Dehidrasa frente al azul de
metileno en presencia del aldehido metilico. Conjuntamente con
ella actGa una Mutasa o Dismutasa que se encarga de transformar
al aldehido en la mezcla de alcohol y 4cido ecorrespondientes (Reac-
cion de Camizzaro). La genuina Reductasa o Aldehidrasa predomi-
na en su accién sobre la Dismutasa si el aceptor de hidrégeno es el
azul de metileno; si el aceptor es el oxigeno molecular, hay la
formaeién de peréxido de hidrégeno:

R—CH(OH),+0=0 = R—COOH 4 H,0,

El 4cido cianhidrico ejerce débil acciéon paralizante, sin duda
porque actiia preferentemente sobre el substrato aldehidico pasin-
dolo a cianhidrina y dejando intacta a la Diastasa:

O
+ - / - 5
J R—C + HCN = R—CHOH—CN
N

N

H

La Drastasa de ScrarpINGER (Aldehidrasa-Dismutasa) no tiene
especificidad marcada; puede actuar sobre todos los aldehidos ya
sean acielicos, o ciclicos (benzoico, salicilico, ete.). Su método de
obtenecién mas moderno es el de ScHWARZ y FISCHER que consiste en
lavar la crema de leche varias veces con disolucién de cloruro so-
dico, batirla luego bien y extraerla después por adsorcién con alu-
mina y eluccién posterior con fosfato amoénico; se libera de su
materia colorante por la accion de los acidos diluidos. De modo
analogo obtiene BarL la Xantinoxidasa cuyas disoluciones—dice—
son amarillo pardas y su grupo prostético es amarillo, fluorescente
v muy analogo a una Flavina. En la leche existe otra Dehidrasa,
que es esta Xantinozidasa que acabamos de mencionar y de la cual
nos ocuparemos mas adelante. BoorH ha pretendido demostrar la
identidad de ella con la Diastasa de ScHARDINGER. Recientemente
(1938) DixonN parece haber probado esa identidad fundandose en
que las dos diastasas pertenecen al mismo subgrupo de Dehidroge-
nasas y tienen la misma especificidad, como aceptoras de hidrégeno,
existiendo un gran paralelismo en la cantidad y distribucién de
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las dos en la leche y en los tejidos; no se ha logrado nunca sepa-
rar una de otra, pues precipitan, a la vez, por las sales y disolven-
tes orgAnicos; se adsorben juntas y se descomponen simultinea-
mente y por los mismos agentes fisicos y quimicos; sus actividades se
detienen por las mismas vaviaciones de temperatura, Py, adieién
de alcohol, ete.; las dos se inhiben por el 4cido frico y se destru-
yen por el agua oxigenada; las dos se paralizan por los cianurcs
y se protegen igualmente contra este veneno, por adicion de deido
frico. En cambio, y seglin esta autoridad, la Aldehido-mulasa es un
fermento completamente distinto de los anteriores.

Tas Amino-Dehidrasas, se las denomina impropiamente Desami-
nasas. Actian sobre Amino-4cidos diversos transforméndolos en
acidos ceténicos y desprendiéndose amoniaco; necesitan el concurso
del oxigeno (Oxitropas) y por eso se consideran como genuinas
Oxidasas:

2 R—CH—NH,—COOH + 0, = 2 R—CO—COOH + 2 NH;

Ni el azul de metileno ni otros aceptores de hidrdégeno actiian en
su funeién, pero requieren el concurso del Fermento amarillo. Se-
gGn Kress existen en las células animales, especialmente en el ri-
fién, dos sistemas diastésicos formados por estos fermentos, los cua-
les conducen siempre a la formaciéon de los cetoidcidos eon pro-
duccién de amoniaco; uno de los sistemas actia solamente sobre
los aminoécides dextrogiros que no son los naturales; el otro sis-
tema, que no puede separarse de las células como el anterior, es el
de las levo-amino-acido-desaminasas, el cual actiia sobre los amino-
dcidos naturales que son todos levogiros. Merecen citarse la Acido-
glutémicodehidrasa la cual existe en el musculo y en el higado, y
es una de las pocas del grupo que pueden actuar utilizando al azul
de metileno como aceptor de hidrégeno; la Codehidrasa I es ne-
cesaria siempre como Cofermento:

COOH-CH,-CH,-CH-NH,-COOH_5COQH-CH-.CH,-CO-COOH{NH,

El afio pasado ha sido objeto de estudio especial, por WARBURG y
CHrisTIAN la dextreaminodcidosidasa o (dehidrasa). Resulta ser
una Proteina inactiva unida a un grupo prostético no protéinico;
éste contiene fésfore, produce adenina por hidrolisis 4cida y lumifla-
vina si es en medio alealino ; su peso molecular es = 785 y su fé6rmu-
la empirica: C,,;H, . N,0,,P,; es un dinucleétido adeninico-aloxacini-
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co, que se diferencia del Fermento amarillo en que éste no tiene
més que un mononucletido aloxacinico y por eso no oxida a los
aminoicidos. Por su estructura quimica es un cuerpo intermedio
entre las Codehidrasas (que tienen niicleo adeninico) y el Fermento
amarillo (que posee grupo aloxacinico). Su modo de accién es bien
sencillo: se hidrogena el niicleo aloxacinico por el amino-acido y se
deshidrogena por el oxigenc molecular. Una molécula del citado
dinucleétido puede transferir 1.440 moléculas de O, por minuto.
La Xantinoxidasa tiene también el mismo grupo prostético ante-
dicho. STRAUB describe otro método distinto para la obtencién de
esta Diastasa, partiendo de polvo de rifibn de cerdo desecado con
acetato de metilo y purificando Iuego por adsorcién con alimina y
elucién con fosfato aménico; la diastasa es inactiva sino se le agrega
una Codiastasa extraida de musculo cardiaco de caballo, que es un
polvo amarillo que contiene 20% de flavina. Evidentemente hay
todavia alguna confusién acerca de esta diastasa y su Cofermento.

Las Aminoacidocarboxilasas son las responsables de desprender
el grupo carbéxilo ~-COOH de los aminc-4cidos. HeENseEN (1936) ha
descubierto en el pancreas (pero no en el rifién) la Tirosincarbozi-
lasa capaz de transformar a la Tiresina en Tiramina:

HO—CH,—CH,—CH—COOH ___ HO—C;H,—CH,

COH.—NH,4CO,
! &
NH,

Diastasas andlogas han sido obtenidas por WerLE (1937) de diver-
sos animales (Caviar, conejos, ete.) ; son aptas para descarboxilar
al triptéfano y a la Histidina.

Pero las més interesantes de todas las Carbozxilasas son las que
descarboxilan dcidos diversos no aminados. Entre ellas se encuen-
tra la Carbozilasa de NEUBERG que transforma (en la Fermenta-
cién alcohblica) al dcido pirtvico en metanal:

COOH—CO—CH, .5 COH—CH,}CO,

se encuentra en la levadura, en diversas plantas y raramente en
los tejidos animales. Necesita como activador al ion magnesio; y
precisa el concurso de una Codiastasa llamada Cocarboxilasa, la
cual posiblemente es el propio grupo prostético de la anterior.
Ha sido obtenida cristalizada por LomwmaN, el eual ha determinado
exactamente su estructura quimica; es un Difosfato (Pirofosfato)
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de la Vitamina B, (Aneurina, Thiamina) y corresponde, por tanto,
a la siguiente férmula de constitucién y empirica:

Cypl 0, PSC1

Cl

1 6
o N_CH\ a0
CH,—O0K ) 0—CH,—N—C—CH, OH (I)H
N _ C |
8 4\ NH, CHC CH_(H-0O.P 0 P _OH
2N Il i
g 0 0

1

COCARBOXILASA

Uno de los grupos fosféricos es facilmente separable por hidro-
lisis 4cida; los dos pueden desglosarse por accilones diastésicas v
entonces queda libre la Vitamina B,. Tauper ha logrado la sin-
tesis de la Cocarboxilasa calentando una mezcla de esa Vitamina
con #cido fosférico y pirofosfato sédico anhidro, a 155° y cris-
talizando varias veees el producto en alcohol-éter. La levadura
viva convierte a la Vitamina B, en esta carboxilasa (KINNERSLEY
v PErERS) ; v lo mismo la mucosa duodenal (Tavuser). LipscHITZ
v otros han demostrado que en la sintesis diastasica de la Cocar-
boxilasa con la Vitamina B, y &cido fosférico tiene lugar siempre
una produccién de energia derivada de la dismutacién simulté-
nea entre triosafosfato y &cido pirtvico; el fluoruro sédico inhibe
la sintesis si ésta se lleva a cabo con etiocimasa, hexosadifosfato,
extracto de tejido muscular hervido y Vitamina B,, pero sin acido
pirtvico. Lia aceién de la Cocarboxiluse sobre el acido piravieo
no puede suplirse por la Vitamina B, libre ni tampoco por su
ester monofosférico, ni por el adenosintrifosfato ni por la hexo-
sadifosfato ni por la Glutathiona. Se inhibe por la presencia de
aldehidos y se activa por la de sales de magnesio y de manganeso;
también es activador el cianuro sédico, lo cual prueba que no
forma parte de la diastasa ningfin metal. Morxar ha demostrado
la necesidad del grupo fosférico, cuya unién al resto de la molé-
cula es determinada especialmente por la Corticosterona (una de
las hormonas de la corteza de las glandulas suprarrenales); mu-
chas de las acciones atribuidas a la Vitamina B,, especialmente
en las neuralgias del trigémino, son debidas a esta Cocarboxilasa.

La aceién de la Cocarbozilasa estd perfectamente definida en
la fermentacién de la glucosa con el concurso de la levadura; pero
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no sucede lo mismo con su modo de actuar en el metabolismo ani-
mal, especialmente en el misculo en donde se forma 4cido lictico
¥y no aleohol ecomo producto final de la glucolisis, Muchas de las
acciones atribuidas a la Aneurina se deben a la Diastasa que nos
ocupa; no nos compete aqui la diseriminacién correspondiente.

Un método de determinacién cuantitativa de Cocarbozilasa,
conjuntamente con Aneurina (Vitamina B,) ha sido ideado por
WESTENBRINK y JANSEN; se adsorbe la Vitamina de la mezela,
con Frankonita, y se eluye con metanol y hidrato sédico al 30%,
¥y se oxida con ferricianuro potésico; el tloeromo asi producido se
extrae con isobutanol alealino méis metanol; la Coearboxilasa no
se extrae por este disolvente y queda en la eapa aeunosa pero
transformada también en tioeromo; la medida de fluoresecencia
en las dos capas permite determinar las cantidades respectivas
de Vitamina B, y de Cocarboxilasa. El Tiocromo es una subs-
tancia cristalina amarillo pélida, con fluorescencia azul, que fué
primeramente aislada de la levadura por KuaN y colaboradores;
se produce a partir de la Vitamina B, o de su pirofosfato por
deshidrogenacién del grupo aminico NH, del nuecleo pirimidico y
del metino del nticleo tiazélico de la moléeula de esos cuerpos
con pérdida de ClH; su férmula de constitucién ha sido elueci-
dada por diversos investigadores (Bararr, Kunn, WINDAUS, ete.),
v es la siguiente:

1/ 6/
B CH 5 /up\f G—CH,
CH,—G< |
Z N=0C G-CH~—CHOH
T N5
S

1
THIOCROMO

Las Purino-dehidrasas ejercen su accién- sobre las Ilamadas
‘‘bases puriecas’’ porque todas derivan del nticleo fundamental de
la Purina de FISCHER:

/N:?H HIPOXANTINA
4 6-Oxipurina
9 5C_N
“CH\\\ a({i MI>CH XANTINA
N-C — N/ 8 2-6- Dioxipurina
SR ACIDO GRICO

& q 9. 4.8, o o
PURINA 2-6-8-Trioxipurina



ADENINA
6- Aminopurina
GUANINA
2-Amino-6-Oxipurina
N—=C—OH
ik
COH —NH +H,0 NH—-CO NH,
S en 00< | SC0+1LO
N LN +0 NH—CH—NH
Acido trico Alantoina

La substitucion de hidrégeno por oxhidrilo en cada uno, en
dos o, en los tres eslabones carbonados 2, 6 y 8, da las férmulas
de constitucién de estas bases, de las cuales las méis importantes
son:

Hipoxantina = 6-oxipurina
Xantina == 2-6-Dicxipurina
Acido firico == 2-6-8-Trioxipurina

Las dos primeras se producen por la aceién de las respectivas
Nucleinaminasas (Adenasa vy Guanasa del higado) sobre las bases
aminadas correspondientes y como vimos al ocuparnos de ellas:

— NH, —NH,

Adenina — 6-Amino-purina _____ 5 Hipoxantina
+ OH H.0

Guanina = 2-Amino-6-oxipurina —____y Xanuna

Estas dos bases pasan a deido Grico por deshidrogenacién con
hidratacién (antigua oxidacion) :

Hipoxantina 4 H,O—H,; — Xantina
Xantina + HO—H, = Acido frico

La Diastasa que ejerce esta accion es la Xantinodehidrasa, que
se encuenfra en todos los vertebrados; en el hombre y en los mo-
nos estd localizada en el higado, pero en los rumiantes estd repar-
tida por todos los 6rganos; no se ha encontrado en los invertebra-
dos ni en la levadura. Se puede aislar muy bien, pero es muy
sensible a la accién del oxigeno porque el perdxido de oxigeno
que se forma casi la destruye. En cambio no influyen sobre ella
ni la Catalasa ni el acido cianhidrico ni el Fermento amarillo.
Su aceién es reversible y el dcido firico pasa en parte a xantina
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por su influjo estableciéndose, por tanto, un equilibrio quimico
el cual no se vence méis que introduciendo en el sistema un nuevo
aceptor de hidrégeno, como por ejemplo el azul de metileno.

No es de una especificidad estricta, puesto que puede actuar
sobre diversas bases puricas, habiéndose probado hasta hoy que
¢s capaz de deshidrogenar (con hidratacién previa) a nueve de
ellas, entre las cuales se encuentran la 8-oxipurina, la 6-amino-2-
oxipurina y la 6-amino-8-oxipurina. Ademis esta Xaniinozxidasa
¢jerce una influencia general sobre todos los aldehidos, pasdndolos
a 4cidos; actuando como una Dehidrasa general.

Algunos autores, como BorH, admiten que esta Diastasa es
idéntica con la de Schardinger y que ya consideramos antes, pero
las pruebas en pro de este supuesto no son definitivas.

La Uricasa es la Diastasa responsable de la oxidacién del dcido
tirico (producido a su vez, como acabamos de ver, por oxidacién
de xantina y de hipoxantina) pasidndolo a alantoina a través de
un cuerpo intermedio.

No existe en nuestro organismo y de ahi la incapacidad de
éste para transformar su 4cido Grico; pero se encuentra en el
higado del cerdo, del caballo, de diversos roedores, de peces y de
anfibios; y también en la simiente de soja y en algunas bacterias.
Is muy especifica. A Py =—28,9 transforma al acido tirico en el
citado cuerpo intermedio (4cido oxiacetileno-diureinearbénico) y
a Py =99 desprende CO, de éste y lo cambia en alantoina. Se
inactiva por el Acido cianhidrico y contiene 0,15 a 0,20% de hie-
rro, aunque €s incolora.

Lia Alantoinasa es un Fermento encontrado por PrzyLECKI
{1924) en la rana y el cual es capaz, en presencia de oxigeno.
de transformar a la alantoina en urea, amoniaco y, verosimil-
mente, acido oxalico.

El grupo de las Ozidasas ha quedado considerablemente redu-
cido, porque ya dijimos que la mayor parte de los Fermentos con-
tenidos en él han pasado al de las Dehidrasas. De las que toda-
via se conservan, nos ocupamos antes de la Indofenolozridasa al
hablar del Fermento amarillo y de la Cttocromozidasa.

Trataremos ahora de alguna mas. La Monofenolozidasa llama-
da también Monofenolasa y més corrientemente Tirosinasa; existe
en los vegetales (hongos principalmente) y en los animales (espe-
cialmente en los insectos). Su aceibn no es especifica, puesto
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que se ejerce sobre cualquier substrato momnofendlico (salvo el
guayacol) y sobre muchos Polifenélicos. Uno de sus nombres lo
toma por su accién sobre la Tirosina a la cual transforma, segin
RaPer (1923), en Dicxifenilalanina (llamada por abreviacién
Dopa), luego en &cido Dioxiindolearbénico y finalmente en Dioxi-
indol; este Gltimo cuerpo se isomeriza para pasar a compuesto
quinénico rojo, el cual a su vez se polimeriza para originar final-
mente un polvo negro insoluble, tan analogo a las melaninas natu-
rales que se supone que éstas se forman en los organismos por un
proceso idéntico al deserito: :

CH CH
HO—C "\ ¢—CH,—CH—COOH HO—C ¢\ 0—CH,—CH—COOH
| |
NH, | NH,
HA'(?' » C—11L HO—CY_,y CH
C—H CH
TIHOSINA DOPA
CH CH OH
HO—C m——c 101{ HO—C 7 "0 CH,
HO—C O C—COOTT HO—C'\ S (‘H U\\) —COOH
CH NH CH NH CH NH
Acido Dioxi-indol-carbénico Dioxi-indol SUBSTANCIA ROJA

Pero esta explicacién no es la finica y merecen citarse aqui
todas las que pretenden demostrar la formacién y origen de Me-
laninas, a partir siempre de Tirosina como primer materia. G.
BERTRAND,; estudiando la formacién de la laca, pudo observar
que el latex del arbol que la produce tiene una substancia feno-
lica, el lacol, la cual se oxida y oscurece en presencia de una dias-
tasa alli existente, la Lacasa, y con el concurso del oxigeno del
aire y de un agente catalitico, el manganeso; después se ha visto
que muchos cuerpos fenélicos pueden oxidarse y polimerizarse,
ennegreciéndose, por la aceién de una oxidasa llamada en tér-
minos generales Fenolasa. Si el substrato es un monofenol, la
Diastasa se denomina Monofenolasa; y en el caso concreto del
amino-dcido Tirosina (que tiene funcién monofenol) se llama
Tirosinasa; si se trata de un polifenol ¢l Fermento es una Poli-
fenolasa y en el caso del Liacol, tenemos la Lacasa; de estos fer-
mentog nos oeuparemos enseguida
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La Tirosinasa se encuentra muy difundida entre vegetales (el
Hongo Russola nigricans, la patata, el grano de trigo, la manzana,
ete.) y animales (Tenebrior molitor o insecto de las harinas, bolsa
de tinta del calamar y la sepia, ete.) ; el color negro que se pro-
duce al cortar algunas frutas o al pescar ciertos cefal6podos, es
debido a Melaninas originadas por oxidacién de la Tirosina con
la Tirosinasa alli presente; esta Diastasa parece ser un complejo
de tres: Una descarboxilasa, una desaminasa y una genuina oxi-
dasa; la accién conjunta de las tres cambia a la Tirosina en alde-
hido oxifeniletilico:

+ HO
2 OH-CH,-CH,-CH-COOH _____5 2 NH,42C0, | 20H-C,H,-CH,-COH
0

l
NH,

desprendiéndose amoniaco y anhidrido carbénico. Ese aldehido,
asi producido, es considerado por O. v. FUrTH como el cromdgeno
de las melaninag, las cuales se producen por su ciclisacién seguida de
polimerizacién; los hechos observados de encontrarse siempre
Tirosina y Tirosinasa en donde se produce Tirosina vienen en
apoyo de esta teoria. Otros autores (BrocH) suponen que la Ti-
rosina se transforma primeramente en Dopa (véase antes), en vir-
tud de una diastasa especial y demostrada, que se llama Dopa-
oxidasa; la Dopa se oxida y polimeriza después o se transforma,
eomo vimos, en Dioxiindofenol y Pigmento rojo. Para mas deta-
Hes véase J. GiraL. Melaninas.

La Tirosinasa es una genuina oxidasa porque necesita oxigeno
que toma del substrato con la ayuda de un sistema en el cual
figura un metal pesado; hasta ahora no se conoce ningtin Cofer-
mento suyo.

La Polifenolozidasa o Polifenolasa (en caso especial Lacasa)
actia sobre Polifenoles transforméndolos primeramente en Qui-
nonas, las cuales se oxidan a su vez y se polimerizan formando
compuestos de color pardo o purpiireo hasta negro. Un ejemplo
tipico hemos sefialado al ocuparnos anteriormente de la Peroxi-
dasa: el Pirogalol, pasando por muchas fases, como vimos, se
transforma en Purpurogalina, y WILLSTAETTER establece la unidad
diastdsica de Peroxidasa, fundandose en esta transformacién, la
cual la produce este fermento, pero también la Polifenolasa.—Esta
tltima se encuentra en casi todos los vegetales y también en el



172

musculo cardiaco del caballo y en los leucocitos de muchos ani-
males. Se diferencia de la Monofenoloxidasa en que no ejerce
accién sobre Monofenoles; y de la Indofenoloxidasa, que ya estu-
diamos antes, en que su combinacién con o6xido de carbono
no es disociable por la luz. No se reduce por el Citocromo-¢ y no
produce Peréxido de Hidrégeno al ejercer su funcién.—Kuso-
wiTz ha obtenido muy pura la de la patata y ha podido demos-
trar el hecho extraordinariamente interesante de que estd for-
mada por una Proteina unida a una sal de cobre siendo muy ana-
loga al pigmento Hemoctaning de la cual se diferencia por su
actividad especial y por su menor proporcién de cobre (menos
de 0,2% en vez de 0,26%) ; sus soluciones, que son amarillentas,
se pueden desdoblar en Proteina y sal de cobre, mediante el 4cido
cianhidrico en medio neutro y dializacién subsiguiente; la Pro-
teina aislada resulta inactiva, asi como la sal de cobre, pero unién-
dolas se sintetiza nuevamente Polifenoloxidasa con su actividad
especifica. La oxidacién que ejerce sobre el substrato (Pirocate-
quina, Pirogalol, Dopa, Adrenalina, y en general Ortho-difenoles)
se determina por el paso de cobre divalente Cu’’ a cobre mono-
valente Cu’.—No oxida a los Polifenoles en posicion Para (en
general) o Meta tales como la Hidroquinona, Resorcina, acido
ascérbico, ete.—La Polifenolasa de los hongos superiores ha sido
obtenida pura por Kmmin y MANN; es también un compuesto de
cobre pero con mayor proporeién de metal que la anterior (0,3%).
Tios mismos autores han aislado pura la Lacasa y resulta ser tam-
bién cuprifera (0,34% de metal); se diferencia de las anteriores
en su color fuertemente azul, en que no se inhibe por o6xido de
carbono y en que oxida igualmente a difenoles que a diaminas;
no oxida a monofenoles (Tirosina, Paracresol, etc.) y se inhibe
por cianuros, ¢ hidrégeno sulfurado. Manw y Kemin han aislado
de los propios eritrocitos un compuesto proteico-cuprifero cris-
talino al cual denominan Hemocupreina; es de color azul y con-
iene 0,34% de cobre, 14,35% de nitrégeno y 1,12% de azufre;
contiene dos Atomos de cobre por molécula—Los mismos auto-
res aislan del higado otra cuproproteina no ecristalizada, la Fe-
matocupreina; tanto ésta como la anterior carecen de propiedades
diastasicas y se desconocen todavia sus funciones; las consigna-
mos aqui por ser cuerpos cupriferos albuminéideos como lo son
las Polifenolasas antes descritas.
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Reciben el nombre de Hidrdgeno-liasas o Hidroliasas las Dias-
tasas que, actuando sobre diversos substratos liberan Hidrégeno
el cual no se fija sobre el Fermento ni sobre ningtn aceptor sino
que se libera; tal es p.e. la Formicohidroliasa que actiia sobre el
dcido férmico desdoblandole en hidrégeno y anhidrido earbénico:

H—COOH = H, + (0, .

Esta reaccién, sefialada por HoPPE—SEYLER en 1876, no ha sido es-
tudiada hasta estos tltimos aflos. La Diastasa existe en el Baccilus
Coli y es distinta de la Carboxilasa y de la Férmico—dehidrasa que
ejercen igual accién sobre el mismo substrato; la Hidroliasa no
necesita aceptor pero precisa un activador metélico; su aceibén se
detiene por la presencia de &cido cianhidrico, 6xido de carbono,
fluoruro sédico y nareéticos.

Las Hidratasas fijan una molécula de agua sobre el substrato
sin que este se desdoble o escinda. Al ocuparnos de la Sucino-
dehidrasas mencionamos la mas importante del grupo, que es la
Fumarasa, la cual transforma al 4eido fumarico en &cido malico:

COU—CH=CH —COOH H,C=C00H—CH,—CHOH—COOH

Existe en el mitsculo y en el higado principalmente, pero se en-
cuentra muy difundida en casi todos los tejidos vegetales y ani-
males. Es muy sensible en su accién y posee una especificidad
muy estrecha, pues no actia sobre el dcido metilfumérico ni sobre
el croténico.

La Aldehido-Mutasa, Dismutasa de Parnas, o simplemente Mu-
tasa, ha sido obtenida pura y estudiada recientemente por DixoxN;
se la crey6 idéntica a la Aldehidrasa ya considerada antes puesto
que transforma al aldehido en aleohol pero en este caso se forma
también 4cido; es propiamente la responsable de los procesos de
Dismutacién o de la reaccién de Canizzaro: dos moléeulas del
aldehido se transforman en una mezela de aleohol y &cido corres-
pondiente :

R—COH4R—COH 4+ H,0—=R—CH,0H_{ R—COOH

Dixon ha demostrado plenamente que esta Mutasa es completa-
mente diferente de la Aldehidrasa antes mencionada; entre otras
razones porque la Mutasa no actGa sin el concurso de la Codehi-
drasa I, en tanto que la otra no lo necesita. Como la reaccién
que determina, de Dismutacién, es doble (paso de una molécula
de aldehido a alechol y de otra a 4cido) se disecute mucho si
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en realidad se trata de dos Diastasas diferentes o de una sola con
dos focos o centros de atraccion. En el primer caso, defendido
por DEwAN y GREEN, una Diastasa del par seria la Aleoholdehi-
drasa cuya accién es reversible e interviene en el paso de aldehido
a aleohol y de alcohol a aldehido; la otra seria la Aldehidrasa
tantas veces citada; la aceion podria representarse por este es-
quema :

Aldehido 3  Codehidrasa I — 5 Aldehido

Aldehidrasa Alcoholdehidrasa |
Acido Aleohol t

El supuesto de una sola Diastasa (Mutasa) defendido por
DixoN es mucho méis razonable puesto que no se ha podido des-
cubrir ni trazas de Aldehidrasa en las preparaciones de Mutasa;
entonces €l esquema anterior se cambia por el siguiente:

Aldehido— 5 Codehidrasa I yAldehido

| |

} Acido Mutasa Alcohol |

Lia llamada Triosafosfato-mutase dismuta también al Triosa-
fosfato (Acido dioxicetona—fosforico o Acido glicerinaldehido-fos-
férico) en acido a-glicerofosférico y acido fosfoglicérico (véase
més adelante el capitulo Glucolisis) ; es también una sola Mutasa
no diferente de la anterior.

La Metilglioxalasa de NEUBERG, llamada también Cetaldehido-
mutasa, existe en el tejido muscular y su actividad determina el
paso o transformacién del Metilglioxal en acido lactico. Ya diji-
mos, y sobre ello volveremos, que esta transformacién solamente
tiene lugar en presencia y con el concurso del tripéptido llamado
Glutation (LOHMANN) :

CHSMCO—--C‘H—'OH 5 CH,—CHOH—COOH
OH
Citemos todavia algunas otras Desmolasas de muy dificil clasifi
cacién :

La Histaminasa, existe en el rifion y en el intestino delgado;

actia sobre la Histamina, posiblemente desprendiéndole una mo-
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lécula de amoniaco. Hs especifica y se considera por algunos au-
tores (ELDBACHER) como un Fermento respiratorio anilogo a la
Hemina.

La Tiraminasa ejerce su accién sobre la Tiramina, posible-
mente desaminandola y oxidandola. Como la anterior, estd poco
estudiada todavia.

La Aspartasa, de QuasteL y Woorr (1926) act@a sobre el
acido aspartico desamindndolo y deshidrogendndolo a la vez para
transformarlo en acido fumarico:

COOH—CH—CH,—COOH & COOH—CH=CH—COOH{NH,
NH,
Lia accién es reversible y muy especifica, puesto que se ejerce
solamente sobre el Acido levo-aspartico que es el natural. No actda
sobre los analogos como el metilfumarico, el glutacénico, el aconi-
tico, ete. Contrariamente a la Fumarasa, se encuentra la Aspar-
tasa en las Bacterias pero también se ha descubierto en el higado
del perro. La aceién inversa de formacién de acido aspartico a
partir de fumérieo y el amoniaco la ejerce también substituyendo
este tiltimo por hidroxilamina, pero entonces se origina el acido
oxiaspértico:
COOH—CH=CH—COOH4NH,0H £ COOH—CH—CHOH—COOH
1
NH,

funciona en estos casos como una genuina Amoniacasa, habiéndose
descubierto algunas otras Diastasas de este tipo por EvLER (1934)
y por Jacossoun (1935); todas ellas son capaces de fijar amo-
niaco sobre un 4acido no saturado para transformarlo en el amino-
acido correspondiente:

La Carbonicoanhidrasa es la responsable de la descomposicion
de los bicarbonatos alcalinos desprendiendo anhidrido carbdmico de
su molécula:

2 CO;HNa=CO0,+ CO,Na,4H.0.

Aqui el substrato es un cuerpo tenido por inorgénico {aunque
siempre carbonado y légicamente orgénico por ello). Nc se ha
encontrado todavia mas que en la sangre de vertebrados. locali-
zada especialmente en los eritrocitos. Por esta razén aumenta
su cantidad en los casos de anemia perniciosa; porque la can-
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tidad de eritrocitos es menor y se concentra en ellos la total exis-
tente en la sangre (Hoason, 1936).

La Rodanesa, descubierta por K. Lanae (1933) en el riddr y
en el higado, no existe en la sangre ni en el misculo. Es una dias-
tasa sintetizante, capaz de fijar azufre sobre el acido cianhidrieo
para pasarlo a tiocidnico o rodanico:

H—C=N4S8S=HS—CN;

no tiene reversibilidad y, por tanto, no descompone al 4cido thio-
cidnico ni a sus sales, los sulfocianurcs; su Py 6ptimo es 8,3 y
los donadores de azufre son, principalmente in vivo, el hiposulfito
sédico.—La significacién biolégica de esta Diastasa es todavia
desconocida.

La Luciferasa es la diastasa determinante de la produceién
de la materia luminiscente de eciertos organismos animales infe-
riores; segtin Harvey (1920) transforma a la Luciferina en
Oxiluciferina fijandose oxigeno en su molécula y separandose
hidrégeno. Es, por tanto, una genuina oxidasa. Mencionemos,
todavia, a los cuerpos que intervienen en las oxidaciones y redue-
ciones intraorgénicas, pero que no son genuinos Fermentos. Son
principalmente compuestos sulfurados (thioles, alcoholes, sulfu-
rados). Los principales son la Cisteina y la GQlutathiona; ambos
funcionan en dos formas: una reducida, con los grupos sulfhi-
drico, SH, de su molécula, libres; otra oxidada o deshidrogenada,
con grupos-S-S-H en vez de SH.—Ya nos ocupamos de ellos y de
su accién al exponer la teoria de WIELAND para explicar dichos
procesos bioquimicos. Actualmente se concede gran importancia
a la existencia de esos grupos SH en las moléculas de Diastasas
hasta el extremo de que la inactivaciéon reversible de muchas de
ellas se hace depender del equilibrio tiol-sulfuro

2 R—SH < R—S—S—RLH,

que se establece entre la forma oxidada y reducida del Fermento;
la forma tiol es siempre la méas activa (HrLLERMANN). De ahi la
importancia de la Cisteina y de la Glutathiona, bien formando
parte de la Diastasa o bien coadyuvando a su accién,

Lo mismo decimos también de la accién del Acido asedrbico o
Vitemina C.



CASOS ESPECIALES
FERMENTACION ALCOHOLICA Y GLUCOLISIS

HISTORIA.—

Ya indicamos en la primera conferencia la importancia his-
térica que tiene la Fermentacién aleohélica, que es conocida des-
de la més remota antigiiedad. Hasta los tiempos de ArNAIDO de
VILLENEUVE (1240) no se logré identificar al aleohol ecomo uno
de los cuerpos originados en dicha fermentacién; entonces se le
aislé por destilacién y se le caracterizé. Posteriormente LAvoL-
SIER (1789) hizo lo mismo con el anhidrido earbémico y Gaxy-
Lussac (1910) establecié la ecuacién quimica que pretendia ex-
plicar el fenémeno: C,H,,0,=2 CH,— COOH -+ 2 CO,; pero
expresé6 también la necesidad del concurso del aire no puri-
ficado. CAGNIARD-LATOUR y ScHWANN, descubren al mismo tiem-
po y al microscopio las células de levadura necesarias para la fer-
mentacién. LAVOISIER y méis tarde BErzeLius y LiEBic pretenden
explicar quimicamente el proceso de la Fermentacién alcohdlica.
PASTEUR defiende su teoria vitalista y descubre los mieroorganis-
mos responsables de la accidn; encuentra, ademés, que la Fermen-
tacion es una consecuencia de la vida sin oxigeno y descubre la
formacién de otros diversos cuerpos (glicerina, 4cido sucinico,
aleohol amilico) durante el proceso fermentativo. El descubri-
miento sucesivo de las diversas diastasas que ya hemos estudiado
(Alcoholasa de BucHNER, Invertasa de BERTHELOT) van amplian-
do el conocimiento de los complejos fenémenos que tienen lugar en
esta fermentacién aparentemente tan sencillos. Pero ha sido en la
época actual en la que se han hecho los descubrimientos més
importantes y los estudios més acabados acerca de esta Fermen-
tacién. Casi toda la Biogquimica de las Diastasas interviene en
ella; los productos intermedios se encuentran por docenas, las
formas o variantes pueden ser muy distintas. La sagacidad, la
perseverancia y la elevada formaeién cultural e intelectual de

los més eminentes investigadores de todos los paises, han sido
Ferm.—12
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puestas al servieio del esclarecimiento de la Fermentaciéon aleo-
hélica. En las paginas siguientes tendremos ocasién de apreciarlo.

Vamos a considerar la Glucolisis, que es el desdoblamiento o
desmolisis de la glucosa en el interior del organismo animal, en
sus tres procesos fundamentales, uno de los cuales abarca las fer-
mentaciones aleohdlica y otras, de dicho compuesto. Pocos procesos
tendran tanto interés bioquimico como el de la Glucolisis, que
explica todo el metabolismo de los hidratos de carbono.

ORIGEN.—

Los Glicidos, elaborados por los vegetales en virtud de su
funcién fotosintética, son introducidos en el organismo animal
por via bucal y experimentan diversas transformaciones a lo largo
del tubo digestivo; muchas diastasas, todas ellas Carbohidrasas,
intervienen en la hidrolisis de estos compuestos ternarios, los cua-
les finalmente se resuelven en azfieares sencillos, hexosas y pen-
tosas, aldosas y cetosas; todos ellos son muy solubles en agua,
facilmente difusibles a través de la pared intestinal y, por tanto,
absorbibles e incorporados a la sangre de donde son transporta-
dos, para su consumo y reserva, (Glucolisis) al tejido muscular
principalmente, y, para su reserva solamente, al higado en donde
se almacena al estado de glucégeno en virtud de la funcién zooa-
milica o glucogenética de esta glindula; otros dos caminos méas
puede seguir ¢l monosacirido (Gluecosa casi exclusivamente) que
ha llegado a la sangre: su transformacién en grasas y su elimi-
nacién por la orina.

Los Glacidos alimenticios son la Glucosa misma y alguno de
sus isémeros estereoquimicos: Galactosa y Manosa entre las Hexo-
aldosas; la Fructosa y la Sorbosa entre las Hexocetosas; la Ino-
sita entre las Ciclosas; la Sacarosa, Liactosa y Maltosa entre los
Disacaridos; la Xilana y las materias pécticas y los muecilagos
vegetales entre las Pentosanas y Hexosanas; las Dextrinas, almi-
dones, Celulosa, Gluedgeno e Inulina entre los Polisacaridos; los
(Glucésidos diversos entre los Heterdsidos; los Acidos nucléinicos
y ciertos fermentos (Codehidrasa, Fermento amarillo) y Vitami-
nas (Aneurina) entre los Gldcidos complejos. Todos ellos se hi-
drolizan en los actos digestivos y con el concurso de Diastasas
diversas cuyo estudio de sus acciones hemos hecho ya. Pero tam.
bién las osas u Holésidos simples pueden tener un origen endé-
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geno (Gluconeogenia) y proceder de las substancias grasas del
propio organismo- (aunque es muy discutida esta procedencia)
o de los Prétidos o albtiminas que se desdoblan en amino-acidos
muchos de los cuales son glucogenéticos (Glicocola, Alanina, Pro-
lina, Argirina, etc.); o también del desdoblamiento de diversos
Glucoproteidos como las mucinas y mucoides animales, los propios
rucleétidos, ete.

La estructura quimica de los Glicidos ha sido esclarecida en
estos iltimos afios. A continuacién consignamos las de los mas
interesantes:
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o 4 CHOH CH,0H CH,0H
L L= thl Il I l
e P C—OH C—OH H_(_OH
1 I
H_(IJ__OH H_C—OH HO—?—H HO—‘; HO-C”
2 l
HO_(I)._H HO—C—H H_¢LOH" yic om C—OH
3 | | |
H_clr_OH H_C_OH H-C_OH H-C_OH H_C_OH
4 | | [
H_0—OH H_C_OH CH,0H CH,0H CH,0H
5]CH,OH éHon Dienoles: 1-2 2-3 y 3-4

8 Estereoquimicos
3 Enantiomérficos
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~ Alomucosa |_u2__' Talosa Galactosa
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E == 1 3 3-4 1-3
. o g 1-2-4 1-2 24
H QH H OH
0 H—>—0H H>~>—0H
0
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H OH CH.QH-CHOH H
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Normal - Estable Inestable =Y -
Oxido de amileno-1-5 Oxido de Butileno1-4
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Cis — Trans —oc—B
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MALTOSA

0
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SACARDSA

Qg 0

CHOH. o

{0 H—

o) o
HH\—

"Q{zo}b - ngH-é é\
0 0 o

Ly
B \ OF H_ —OH\ OB H— ~—OH\ OF H—_|—OH
Hi ) i B )
H

H

MALTOSA MALTOSA
ALMIDON

PRIMERAS MATERIAS.—

La Glucosa existente en la sangre es la de estructura inestable
o furanosa y principalmente en su isomero a. Existe en tres es-
tados bioquimicos: Glucosa actual existente como tal; Glucosa
virtual que se halla como disimulada o polimerizada y que pasa
a la primera forma por la accién de ciertos reactivos, y Glucosa



181

(lucidica o Proteica, que se encuentra al estado de Glucoprotei-
dos facilmente hidrolizable. La cantidad normal es la de 0,9 a
1,1 gr. por litro de suero sanguineo.

De todos los azficares sencillos (Osas) son fermentescibles tni-
camente los siguientes: Glucosa, Fructosa, Manosa y Galactosa
dextrogiros; no lo son las formas levogiras. Tampoco lo son las
Pentosas. Dificilmente fermentescibles directamente son algunos di-
sacaridos como la Sacarosa y la Lactosa. Sin embargo, pueden
fermentar directamente por las Diastasas que contiene el jugo
muscular, el glucégeno y €l almidén; el primero es utilizado en

o

el propio musculo sin previo desdoblamiento en glucosa.

La primera transformacién que experimenta la Glucosa que
va a fermentar es la de isomerizarse la forma piranosa en fura-
nosa mucho mas labil. El fermento responsable de esta formacién
es la mal llamada Hexoquinasa de MEYERHOF (o Glucomutina de
AHLGREN) que existe en la levadura completa, en la Cimasa u
Holocimasa. El jugo muscular, que es tan rico en Diastasas ami-
loliticas, no ataca a las Osas de modo inmediato (Glucosa, Frue-
tosa, Manosa) si no se le agrega levadura autolizada que contiene
Hexoquinasa. No existe forma especial de glucosa intraorginica,
de Bioglucosa como expresan algunos autores; es simplemente la
Glucofuranosa la Gniea forma activa de la Glucosa.

La segunda transformacién es la fosforilacién o formacién de
ésteres fosforicos de la glucosa. Tiene lugar en el interior de las
células de levadura o de musculo. El acido fosférico necesario -
procede de sus donadores, que son : Fosfdgeno o 4cido creatinfosfori-
¢o; 4cido adenosinfosférico (adenina--ribosa--acido fosférico) ; &ci-
do adenosindifosférico y trifosférico (4cido adenilpirofosférico). La
forma de fijacién y otros detalles los consignamos al tratar de la
Quimica del misculo. El 4cido fosférico puede ser el ortho PO, H; o
el piro P,0,H, pero siempre se transforma en el primero; se recupe-
ran luego cuando el ester fosférico de la Glucosa experimenta otras
transformaciones que ya veremos. La Fosforilacion de la Glucosa
tiene lugar por la aceién de las Fosforilasas de las cuales nos ocupa-
mos ya en su lugar correspondiente; durante el proceso se ha de-
mostrado que puede haber algin cambio isomérico de Glucosa a
Fructosa y viceversa, estableciéndose después un equilibrio entre
los dos isémeros. Lios ésteres fosféricos que se forman y que han
podido aislarse, son los siguientes:
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a los cuales pudieran todavia afiadirse los dos &cidos hexosadi-
fosféricos extraidos del miseculo por LoEMANN y de los cuales
nos ocuparemos al tratar de los procesos de Lacticogenesis y Lac-
ticolisis.

El que primeramente se descubrié fué el difosférico de Har-
pEN-YouNag (1905) por estos autores en la accién de la levadura
sobre el zumo de la uva que contiene glucosa y fructosa; se pro-
duce indistintamente a partir de cualquiera de estas dos, las cua-
les se isomerizan con facilidad; también se produce in wivo por
la accién del &cido orthofosférico sobre la Glucosa o sobre un
Polisacarido sencillo; o fosforilando los ésteres de NEUBERG o de
RopisoN. En este Gltimo caso, la Hexoquinasa estimula la difos-
forilacién. FEl ester difosférico es muy reductor (lo cual hace
pensar en que las moléculas del 4cido deben fijarse sobre los
grupos oxhidrilos de modo que respeten libre al grupo aldehi-
dico de la Glucosa). No es fermentescible y tinicamente se trans-
forma en el ester de NeuBEre por Fosforilasa activada con iones
magnesio.

El Glucosa-6-Fosfato es el llamado Lactacidégeno por Ems-
DEN porque supone que es el generador de 4cido ldctico en el
misculo. Posteriormente ha sido descubierto por RoBisoN en el hue-
so y sintetizado por Lmvene. También se ha conseguido trans-
formar al de HARDEN en éste y viceversa. Es fermentescible.

El ester de NEUBERG es el que primeramente se forma, pero
pasa enseguida al anterior estableciéndose un equilibrio entre los
dos cuando existen del total de ellos 3/4 de la Fructosa-6-fosfato
y un cuarto del Glucosa-6-fosfato.

El Glucosa-1-fosfato, descubierto por Corr (1937) se obtiene
con el extracto muscular en presencia de fosfatos inorganicos, glu-
cbgeno y pequefias cantidades de dcido adenilico; también a par-
tir del Glucégeno y por sintesis. Es muy inestable porque pasa
enseguida a Glucosa-6-fosfato.

El Fructosa-1-fosfato, de TANKS y EMBDEN procede de la par-
cial desfosforilacién del Fructosa-1-6-difosfato por la Fosfatasa
del hueso descubierta por ROBISON.

Para la formacién (y también para la hidrolisis) de estos és-
teres fosféricos se precisa no solamente la accién de las Fosfo-
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rilasas sino también las de diversos Cofermentos; recordemos al
Fermento amarillo y a la Codehidrasa L

PROCESOS DIVERSOS.—

El desdoblamiento in vivo de la Glucosa (mejor de sus ésteres
fosféricos antes descritos) puede seguir tres procesos: Ozidativo,
alcohdlico y lictico. El primero consiste en la combustién total
y utilizacién directa de la Glucosa:

CeH1:06+4 6 0, = 6 CO,} 6 H,O

tiene lugar dentro de las células de los tejidos y necesita, indis-
pensablemente el concurso del oxigeno del aire; es decir, que es
un proceso oxibidtico o aerobio. De todos modos deben producirse
muchos cuerpos intermedios y, posiblemente, se llega a aleohol y
a acido lactico, los cuales se oxidan en la fase final.

Los otros dos procesos se caracterizan por ser anoxibibticos o
anaerobios hasta las fases finales (aleohol, acido lactico) las cua-
les se oxidan posteriormente.

El proceso oxidativo no es nunea total o completo. Ya PasTrEur
probé que solamente la mitad de la glucosa lo sufre en tanto que
la otra mitad se transforma a beneficio de la primera dando pro-
ductos que sirven para reconstruir las células. La primera mitad
es energética en tanto que la segunda es pldstica puesto que parte
de la glucosa se transforma en prétidos, lipidos y polisaciridos
condensados.

FERMENTACION ALCOHOLICA.—Ya hemos dicho que es proceso
anozxibidtico y, prescindiendo de cuerpos intermedios, la reaccién
que tiene lugar y que se llama de Gav-Lussac, se expresa por la
siguiente ecuacién quimica:

CoH1,05 =2 CH,—CH,0H - 2 CO,

Hemos considerado antes los origenes diversos de la Glucosa, los
azticares capaces de fermentar y las primeras materias adecuadas
para ello, especialmente los ésteres fosféricos. Vamos a estudiar
ahora los productos intermedios que se forman, las diastasas que
intervienen en el proceso, las formas distintas que puede adoptar
dicha fermentacién alcohdlica, y la otras diversas fermentaciones
que experimenta la Glucosa.
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Productos intermedios.—Todos los autores estin conformes en
que las primeras transformaciones que experimenta la glucosa son
una isomerizacién a Glucofuranosa y una fosforilacién de ésta. Se
discute ya si es el mono o el difosforico el ester que después actiia
y si la fase es una desfoforilacién simultidnea a la ruptura de la
molécula de glucosa.

MeyrrHOFF demuestra que el 4dcido hexosadifosférico o ester de
HarpEN-Youna se desdobla rapidamente por la Zimohexasa o Aldo-
lasa en dos moléculas de acido dioxiacetonafosférico las cuales se
dismutan luego por una Dismutasa produciendo acido glicerin—fos-
férico y 4cido Fosfoglicérico-3; este tltimo puede transformarse
en el isémero acido fosfoglicérico—2 por la acecién de una isomerasa
que es la Fosfogliceromutasa. En el rompimiento de la molécula
del ester difosférico de la Glucosa se produce también el ester
fosforico del aldehido glicérico. El 4cido Glicerofosférico-a que
se produce, puede hidrolizarse excepcionalmente, por una a—Glice-
rofosfatasa en glicerina y acido fosférico. Lios ésteres fosfoéricos de
estos cuerpos que tienen tres 4tomos de carbono (aldehido y cetona
glicéricos, acidos glicerofosféricos y fosfoglicéricos) reciben el
nombre genérico de T'riosafosfatos. Con el concurso del Fermento
Enolasa el acido fosfoglicérico—2 se transforma en fosfopirtvico el
cual cede su fosférico a una nueva moléeula de glucosa a la cual
transforma en ester difosférico en tanto que aquel acido pasa a pira-
vico. Hasta aqui coinciden el musculo y la fermentacién; en esta
dltima el 4cido pirtivico se descarboxila y se transforma en etanal
v anhidrido earbénico; por la accién de la Carboxilasa, el etanal ac-
tia sobre mas glucosa y &cido fosférico (actuando el hexosadifos-
fato como catalizador) y forma &cido fosfoglicérico que vuelve al
ciclo y alcohol; hasta la producecién de etanal la fase es activa o de
imduccion, pero luego es estacionaria porque el etanal pasa a alcohol
a la vez que la glucosa a acido fosfoglicérico y este altimo se desdo-
- bla en piravico (que da méas etanal) continuando la reaceién inde-
pendientemente de la cantidad de hexosadifosfato. En el musculo,
como veremos mas adelante, el acido pirdvico reacciona con el gli-
cerofosférico y da, por dismutacion, deido lictico y 4cido dioxice-
tona fosférico, el cual vuelve al anterior ciclo de reacciones.

He aqui un esquema que explica esta concepecién de MEYERHOFF :
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Fermentacion alcohédlica

ESQUEMA DE MEYERHOF
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Las fases sucesivas y cuerpos que se forman se explican en los
esquemas y férmulas representativas siguientes:

0 (0}
| OH || OH
ctt,—0—pd cH,— 0 CHz_O—P<
OH | OH OH
HO_€— ot Cc=0 CH OH
| I | i
HO— C—H CH,OH CH,—OH
i S 0) i BTN +H,0O IAec Acido o-Glicerofosférico
H_ O——OH CH,0H CO—OH
| | I
HO-¢ & w8} C=0 CH—OH
| OH | OH |
CH,—0—P CH,—O0—P CH,—C—P
|| ~OH || “OH %(g
0 (0}
Fructosa-1-6-Difosfato Acido Acido Fosfoglicérico-3.
Ester de Dioxicetona-Fosférico

HARDEN-YOUNG
TRIOSA -FOSFORICOS

CO—OH CO—OH 10)
! | CO_OH ol
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| = | |(£ OH Cco CH,
CH, | | ——— ETANAL
| CH,—OH CH,
(0) Acido fosfoglicérico-2 + OH
| RS T R SO P
P=0 | NoH CH,0H
FNa (0] |
OH/\OH Acido Cco
Acido fosfoglicérico-3 Fosfopirtvico |
CH,
o |
CH,—OH (0]
| ———HO0 4+ |
CH, P=0
ALCOHOL \
OH OH

Acido Dioxicetona-Fosférico

Las pruebas de este razonamiento estdn: 1° En que aldehido y ce-
tona glicéricas Uibres no fermentan.—2° El 4cido fosfoglicérico se
ha aislado y se ha reconocido que es una mezcla de los isdmeros
Levo-3 y Dextro-2, la cual se cambia encimiticamente en 4cido fos-
fopirtivico.—3° El 4cido Glicerinaldehido-fosférico se obtiene por
sintesis y Ginicamente fermenta el isdmero a.—4° No interviene el me-
tilglioxal, aunque se forme como veremos mis adelante.—5° Exis-
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ten diastasas demostrables para todas las transformaciones citadas.
—6° Los fluoruros impiden el paso de 4cido Fosfoglieérico a Fosfo-
piravico lo cual permite aislar al primero.—7° El acido iodoacético
impide, en cambio, el paso de Triosafosfato a Fosfoglicérico permi-
tiendo aislar, por tanto, el acido Dioxicetona-fosférico.—8° El ais-
lamiento y separacién de estos cuerpos en las condiciones dichas,
demuestra su existencia y formacién en el proceso de la Fermenta-
cién alcohélica.

Modernamente MEYERHOFF y sus colaboradores han modificado
algo el esquema consignado antes y lo substituyen por el siguiente :

__sa-Hexosadifosfato — 2 Triosafosfato (Glicerinaldehido-fos-
fato 4 Dihidroxicetona-fosfato)

e
B-2 Triosafosfato -+ 2 Glucosa + 2 PO H, 4~ Etanal = 2 Aci-
do Fosfoglicérico-3--2 Hexosamonofosfato{-2 Alcohol

v-2 Acido Fosfoglicérico-3 < 2 Acido Fosfoglicérico-2 < 2 Aci-

do Fosfopirtavico 4+ 2 H,O

9-2 Hexosamonofosfato + 2 Acido Fosfopirtivico = 2 Acido

Pirtivieo + 2 Hexo\s/adifosfato;

1

£-2 Acido pirivico = 2 CO, + 2 Etanal

Toda la Fermentacién aleohélica estd formada por reacciones
reversibles que no necesitan el coneurso de Diastasas; y, de proeesos
irreversibles, de fosforilacién y desfosforilacién asociados con sis-
temas de &cido adenilico libre y de transportadores de hidrégeno,
que requieren la presencia de Cocimasas. Se han llevado a cabo ex-
periencias haciendo intervenir las dos fracciones de Proteina A y
B (que son los soportes albuminoideos, respectivamente, de las Co-
dehidrasas II y I como ya vimos al ocuparnos de estas Codiasta-
sas) ; ellas, juntamente con el 4cido adenilico y los grupos prostéi-
ticos de dichas diastasas, hacen posible las siguientes reacciones
parciales (véase mas adelante los capitulos ‘‘Glucogenolisis’ y
‘‘Sistema de Fosforilacion’’) :

(I).—Hexosamonofosfato - 2 Etanal 4+ H,0 = Acido pirtivico +
Acido Fosfoglicérico -+ 2 ALCOHOL
(I1).—Hexosamonofosfato + PO, H, = Hexosadifosfato 4 H,O

(II1) —2 Hexosamonofosfato + PO,H, + 2 Etanal = Hexosadi-
fosfato4Acido Pirtivico-Acido Fosfoglicérico4-2 ALCOHOL.
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Reemplazando la Hexosamonofosfato por Glucosa y Hexosadifosfa-
to, la reaccién va més rapidamente hasta que se gasta todo el acido
fosférico. Retirando Proteina A del sistema, la reaceién se produce
estequiométricamente como sigue:

(IV).—Hexosadifosfato 4 2 Glucosa + 2 PO, H, + 2 Aldehido =
2 Acido Fosfoglicérico-+2 Hexosamonofosfato--2 ALCOHOL

y aparecen solamente indicios de &cido pirtavico.
Afiadiendo Proteina A, la reaccitn es:

(V).—2 Hexosamonofosfato 4 2 Acido Fosfoglicérico — 2 Hexo-
sadifosfato 4 2 Acido pravico.
y en presencia de un exceso de Glucosa:

(VI) —Glucosa + 2 Acido Fosfoglicérico = Hexosadifosfato 4- 2
Acido Pirtvico.

Si hay un defecto de Hexosadifosfato, se forma éste con Pro-
teina A segn la reaccién (IV) que es reversible. Kl Hexosamo-
nofosfato es el tnico aceptor de Fosforo.

Tste nuevo sistema tiende a demostrar la intervenciéon de los
ésteres monofosféricos de la Glucosa al lado de los Difosféricos;
y también el papel que juegan las dichas Proteinas A y B, las
cuales son necesarias para la esterificacién de la Glucosa por el
4cido Fosfoglicérico. La A lleva la Diastasa que transfiere el fos-
foro y la B es tan necesaria como la Zimohexasa, Fosfohexomutasa,
Fosfogliceromutasa y Enolasa. Si se suprime la A la reaccién
entre el Hexosadifosfato y el Etanal es muy sencilla y se concreta
a producir acido Fosfoglicérico y aleohol sin necesidad de sistema
adenilico ni magnesio u otros activadores.

LAS CINCO FORMAS DE FERMENTACION (NEUBERG).

— Nrusere admite la formaecién indispensable de metilglioxal de
cuyo cuerpo derivan luego todos los demés. MEyYerEHOF lo niega
primeramente en el misculo y luego en la fermentacién. En el
misculo porque la glioxalasa no le transforma en 4cido lactico mas
que con el concurso de glutathion; (lo cual ha probado también
LOHMANN) ; en la Fermentacién porque no fermenta. No niega
que se forme, pero no por via diastasica sino por descomposicién
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quimica del ester triosafosférico extremadamente labil cuando es
entorpecida la dismutacién normal de este cuerpo.

Pero el metilglioxal existe y se ha aislado y caracterizado por la
reaccion DOBNER que da con f-naftilamina y 4cido pirdivico un
acido maftocinconico insoluble y cristalino; y con NH, y matanal,
una metilimidoazol :

HC 7N\ 0N H, 0! =0—00—CH,
. bran e | Acido acetil-
— naftocinconinico
oo 2HL0: . OH,

Y se ha aislado también la metilgliozalasa (DAKIN y DupLEY)
que lo transforma en lactico:

OH
g
CH,—CO—CH  __; OH,—CHOH—COOH;
OH

v la glioxalasa, que es una oxidasa, que lo pasa a piravico:
CH,—CO—COOH; la primera en mtsculo y la segunda en fer-
mentacién.

Admitida la existencia primera del metilglioxal, éste puede ac-
tuar en una de sus tres formas: ceténica, endlica e hidrato:

0 OH
7 .
CH,—C0—COH CH,=COH—C CH,—CO0—CH
e

(0) OH

1° Forma de fermentacion.—Glucosa pasa a metilglioxal por
simple deshidratacién; la reaccién es reversible y se puede formar
glucosa y almidén a partir de metil-glioxal; la produce la gli-
colasa.
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(sz—OH CH, CH, CH, CH, CI‘H, cIrHa
Il I I ! 0
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I | | 0 | 0 H ALCOHOL
CH—OH C(H—OH 0< 0{ CH—OH
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| H : ” Metil- Pirdwvico
CH—OH C—OH (—OH Gliozal O____m
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. I: FORMA
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i g | l |
CH, Hcm CH, 9i00. s ulEe Y SHAOH C'H—OH
Lk | ,0 0
g N CH ¢/ || ocH—oH
CH, H H,
ofi OH CH
Medona [ %
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El metilglioxal pasa a dcido pirivico por oxidacién mediante
la Glioxalasa; éste se descarboxila (por la carboxilasa aislada por
NEuUBERG) y da etamal que se hidrogema para dar alcohol. Todo es
proceso de oxidorreducciéon y en definitiva hidratacién, pues no

necesita mas que H,O y puede ser anaerobio.—En resumen resulta
la reaccion de GAY-LUSSAC:

C.H,,0, = 2 CO; 2 CH,—CH.OH.

En el misculo se forma 4cido lactico por hidratacién del me-
tilglioxal (una verdadera dismutacién interna producida por una
dismutasa) :

H.O
CH,—CO—COH __, CH,—CHOH—COOH

0 por paso primeramente a acido pirfivico, por oxidaciéon y luego
reduccién de éste a lactico. El primer proceso lo hace la metil-
glioxalasa en presencia de glutathion; el segundo lo hace la glio-
xalasa y luego una hidrasa.
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2° Forma de Fermentacion—En presencia de bisulfito sédico
o de semicarbazida

NH,—CO—NH—NH,

que retiene el etanal, se produce una gran cantidad de glicerina
(21% en vez de la normal de 2% ). Puede explicarse esto porque
el proceso entonces es de hidratacién del metilglioxal para dar
aldehido glicérico:

OH (0] (0]
o’ / J
CH,-CO-CH — 5 CH,OH-CHOH-C Vit CH.=C-OH-C
\ HO \
OH H

este aldehido pasa a glicerina por hidrogenacion a la vez que parte
del mismo pasa a acido piravico por ozidacion simultinea; en de-
finitiva una hidratacién anaerobia: El acido pirtivico da luego
etanal perdiendo CO,. También puede explicarse, y es casi lo
mismo, por dismutacién del metilglioxal en acido pirtivico y al-
cohol pirtvico; este tltimo se hidrata enseguida para dar gli-
cerina :

CH,0H
2 CH,-CO-COH=CH,-CO-COOH{ CH,-CO-CH,-OH; ]
+H,0=CHOH
|
CH,0H

En total la segunda forma no da alcohol sino etanal y glicerina:
CeH;:0s — s CH,-CHO-}-CO,}CH,0H-CHOH-CH,OH

En la practica, el bisulfito se une también con el acido piri-
vico (por su grupo ceténico) y le impide pasar a etanal.—Se le
substituye por Dimedon=Dimedona—Dimetilciclohexanodiona—Di-
metilhidroresorcina

(CH,),C:H,0; :

que da aldomedona con el metilglioxal pero no reacciona con el
dcido pirtavico.

Esta forma de fermentacién se ha utilizado durante la gue-
rra para fabricar glicerina.

3¢ Forma de Fermentacion.—Tiene lugar en medio alealino:
Carbonatos, fosfatos y oleatos alcalinos.—Hidratos de aluminio,
magnesio o zine.—Fundamentalmente es una dismutacién de Ca-
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nizzaro producida por la Aldehido-mutasa o Aldehidasa de PARNAS.
—EI metilglioxal pasa a 4cido piravico, éste a etanal y el etanal
se dismuta en alcohol y 4cido acético; el medio alealino retiene a
este Gltimo. Pero a la vez tiene lugar la dismutacién del propio
metilglioxal para dar aleohol y &cido pirtivico (como en la 2* for-
ma) ; el aleohol pasa a glicerina por hidratacién y el 4cido a etanal
por descarboxilacién. En total la reaccién es:

2 CH:;0, — — CH,COOH--CH,-CH;OH42 C,H,0,4-2 CO,

CH, 0
| «——— OH,0H—(CHOH),—C {
co Ly e
] /0 Glucolasa GLUCOSA V* FORMA
oly
<’3H3 CH, IV* FORMA
|
(T‘o co
1
CH,—OH CO—OH
+ H,0 l l —CO0, 1II* FORMA
(]sz——OH CH, * CH, CH,
| 40 | i
(I}H‘OH c{H CH.—OH COOH
CH,—OH

+ H,0

4* Forma de Fermentacion.—Si se dificulta la accién de la ear-
boxilasa llevando la Fermentacién a un Pr=6-7 y en presencia de
MgO y de PO,HNa hay una acumulacién de deido pirdwvico y
de glicerina en proporciones equimoleculares:

C¢H,,0,=CH,-CO-COOH - CH,OH-CHOH-CH,OH
Es también una 6éxido-reduceién o hidratacién porque el metilglio-
xal, término fundamental, se dismuta en acido y aleohol piruvico;
este Gltimo, hidratado, da glicerina:
?Hs CH, CH, CH,OH .
Sog o i i + HO =-(I“:H0H

| i l 5 o
COH COOH  COH CH,OH

_—
En total :
C¢H,,0¢ = CH,—CO—COOH4CH,O0H—CHOH—CH,OH.
Ferm.—13
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5¢ Forma.de Fermentacién.—Si se suprime la Cocimasa y ac-
tha solamente la Apocimasa no hay fosforilacién de la glucosa y,
por tanto, dismutacién del metilglioxal. Pero la Apocimasa tiene
Glicolasa que desdobla la glucosa simple en dos moléculas de hi-
drato de metilglioxal sin formacién intermedia de aldehido y ce-
tona glicéricas: ik

CH, O = 2H2_O+2CH3—-—OO——COH .

OTrAs F'ERMENTACIONES DE LA GLUcosA.—Las que se describen a
continuacién son producidas por microorganismos vivos.—No se han
aislado todavia ni sus diastasas ni mucho menos los principios acti-
vos de ellas, en la mayoria de los casos.

Fermentacién léctica—Se produce 4cido lactico, desconoeién-
dose los cuerpos intermedios, pero no por diastasas sino por muy
diversas Bacterias; éstas son de dos clases: las que producen una
moléculas de acido para cada una de Glucosa (Bact. Acidi lactict;
Bact. Coli; Lactobacillus) y las que originan dos de 4cido por una
de Glucosa (las dos anaerobias de Kavser). En la industria nor-
teamericana, y partiendo de melazas, se utiliza el Lactobacillus
Delbrueckii; en la alemana se emplean como primeras materias el
suero de leche y la patata.

A veces el substrato no es la Gluéosa sino otros monosacéridos
(Galactosa) disacaridos (Lactosa) o Polisacaridos (Féculas). Pro-
bablemente 1a serie de cuerpos que se forma es la siguiente:

o 0 o) 0
(6 C C C CH
s G oS
‘H—O=OH: : =+ (=O0H - -~ (C—0H ¢ CO4 HO CHOH
T |
HO—C—H —H,0 CH CH, CH, COOH
| [
gl on H~C-0H\ 0 0 CH,
| | o o I
H-C+OH., ;... CG-OH. . T =1 H CHOH
| ik || C—0H ¢ CO4+HO |
CH,0H ' CH, I P COOH
. CHL, CH,

En la leche la fermentacién lactica determina una acidifica-
cién del medio y una coagulacién (no caseificacién) dando la cua-
jada o requesén o leche cortada. No hay variacién de composicion
quimica entre las caseinas disueltas y las coaguladas.

Fermentacién butilica—Producida por bacterias butiricas anae-
robias. (Bacillus macerans, Granulobacter, ete.)
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La serie de transformaciones es la cenocida hasta el término
del etanal (glucosa, metilglioxal, icido piravico, etanal). Este se
aldoholiza y da el aldehido B-oxibutirico:

(6] (0) ! O
CH,,,—C/ -+ CHg——C/ :CHS—CHO.H-—CIL—G/
H H \H

Ese aldehido por hidrogenacién o desoxidacién pasa a aldehido
butirico el cual se dismuta (Canizzaro) en el aleohol y el 4cido
correspondiente :

0
7
OH,—CH,—CH,—C
-
H
—CH,—CH,—CH H, CH~—CH,—CH,—CH, OH
N =
0 0 CH—CH—CH,—COOH

con lo cual la fermentacion es a la vez butirica y butilica.

Pero el oxigeno separado de parte del aldehido B-oxibutirico
oxida al resto y lo cambia en dcido PB-oxtbutirico—O también: el
aldehido B-oxibutirico se dismuta en el 4cido y el alcohol corres-
pondientes, parte de los cuales pasan a los butirico y butilico sim-
ples, por hidrogenacién.

La oxidacién (simultdnea a esas hidrogenaciones) del 4cido
B-oxtbutirico lo cambia en acetil-acético y éste, por descarboxila-
cién, da acetona:

CH,-CH,-CH.,COOH _s CH;-CHOH-CH,-COOH _ CH,-CO-CH,-COOH
CH,-CO-CH,+CO,

Estas transformaciones son muy interesantes in vivo pues de-
muestran el origen de los cuerpos ceténicos a partir de earbohi-
dratos (glucosa) o a partir de grasas (4cidos grasos butiricos, acé-
tico, ete.)

En esta fermentacién butirica anerobia se desprende siempre
hidrégeno que burbujea con €l CO,, que también se desprende. En
total puede representarse por esta ecuacién:

CeH 10— C4H502—}-2 002-{-2 H.,.

Se supone que este hidrégeno proviene del acido acético que se
forma por dismutacién del etanal: ‘
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C,H,0, 4 2 H,0 = 2 CO; + , H.,.

Pero también puede proceder de otras fases de la fermentacién,

como vimos antes (oxidacién de aldol a 4cido butirico, oxidacién
de éste a oxibutirico).

El esquema que proyectamos prueba estas fases.

1
GLUCOSA .
2 3 { Aldehido Glicérico

6
Glicerina <—— Metilgliozal 5 —>C0,; 4 Etanol
Cetona Glicérica

7 8 10 11
Acido Propidnico €— Acido LACTICO Acido PIRUVICO —_ Lactona Pirtaviea

9 12 13
CO; 4+ ALCOHOL ETANAL_______5 Aldehido Croténiec

14 ALCOHOL Acido ACETICO 15
22 23 24
16 Aldol Butilenoglicol — 5 Acetoina 3 Diacetilo

17 18 19 20 21
Aleohol Butirico—sAcido Butirico—sAcido B-Oxibutirico < Acido Acetilacético—s ACETONA

COOH COOH CH, COH COH
| | | l |
(8) CH-OH (10) CO (11) COH-COOH CH, cH
| | (16) | (13) ||
CH, CH, CH,-CO-COOH CHOH CH
| )
COOH COH CH.OH CH, CH,
! I |
(7) CH, (4) CHOH (5) CO
| !
CH, CH.0OH CH,
CH, CH, CH, CH, CHOH
| I l |
co CHOH o CH, CH,
(23) | (22) | (24) | (20) | (19) |
CHOH CHOH co co CHOH
I I | I l
CH, CH, CH, CHOH CH,

Fermentacion aceténica—Aparte de la produccién de acetona
en la fermentacién butirica, existe otra determinada por el Bacillus
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macerans sobre el almidén, sacarosa o glucosa en presencia de CO,
Ca—Se origina alcohol (2/3) y acetona (1/3) desprendiéndose
CO,y H, : '

2 CeH, 0,4 H,;0=2 CH,-CH.,QH-}-CH;-CO-CH;+5 CO,-}-4 H,.

Pero ademas, con el CO,Ca excedente se encuentran acetato y for-
miato ealeicos. Y si se afiaden etanal, aldol o acetato calcio, tam-
bién fermentan estos cuerpos y dan acetona. La explicacién mas
verosimil es la siguiente: al llegar la fermentacién al grado efanal
éste se dismuta en aleohol - &cido acético; éste da acetato célcico
que se descompone en CO,Ca 4- acetona:

CH,—COO
Ca — 3 CH,—CO—CH,4-CO,Ca
CH,—CO0O

El CO, desprendido proviene de la descarboxilacién del &cido pi-
rivico para dar etanal; y el H, es el sobrante de reducir el etanal
a aleohol. El acetato calcico viene del acido acético sobre el car-
bonato caleico. Bl Formiato de caleio proviene lo mismo del 4cido
férmico y éste del hidrate de metilglioxal que se desdobla en etanal
y f6érmico:
OH H
i
CH,—CO—CH 5 CH—COH4H—C

OH \\\0

La produccién de acetona a partir de aldol la hemos visto ya
en la fermentacién butirica; y la de etanal lo mismo pasando pre-
viamente a aldol.

Fermentacién acetona-butilica—Existen bacilos (Bacillus ace-
toethylicum) que dan en medio icido una mezcla de acetona y al-
cohol butilico. El proceso es una especie de reaccién de Canizzaro
sobre dos moléculas de aldol:

OH
CH,-CHOH-CHBOH/ CH,-CO-CH,-COOH _ CH,;-CO-CH,;4CO,
' OHQ
gy T
CH,-CHOH-CH,~CH< CH,-CH,-CH,-CH, OH

OH
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Fermentacion propionica—El Bacillus Propionicus fermenta la
glucosa produciendo dcidos propidnico y acético. Se produce pri-
meramente acido lactico y éste por hidratacién da acético, CO, y
H,; el hidrégeno actta sobre el acido lactico y lo reduce a pro-
pidnico: .

CH;—CHOH—COOH { H,0—CH,—COOH. { C0,42H,
CH;,—CHOH—COOH}H,=H,0} CH,—CH,—COOH

Los 4cidos lactico y pirtivico sufren la misma fermentacion ; del
primero acabamos de ver la transformacién; el segundo pasa a
propiénico por reduceién (hidrogenacién)

CH,—CO0—COOH ____5 CH,—CH,—COOH ;

el hidrégeno necesario lo da el H,O al ceder su oxigeno para pasar
metilglioxal a piravico.

Fermentacion acética—La genuina acetificacién es producida
por el Micoderma aceti (Acetobacter aceti y Pastewrianum). sobre
el aleohol; y es fundamentalmente aerobia (vino y vinagre-Pas-
TEUR). En realidad no es fermentacién de glucosa sino de aleohol
producido por ella. La consignamos aqui para dar continuidad a
la producecién de 4cidos grasos (butirico, propibnico, acético y f£6r-
mico). Pero también puede producirse por reaccién de Canizzaro
a partir del etanal.

Fermentacion férmica—El Bacillus prodigiosus es el determi-
nante especifico de esta fermentacion. El hidrato de metilglioxal,
como hemos visto antes, puede desdoblarse en etanal y acido for-
mico:

OH
/ 4
CH,—CO—CH — 5 CH,—COH{|H—COOH
OH

Fermentaciones sucinica y fumdrica.—Ya indicamos en otros
lugares c6mo pueden formarse estos acidos en la fase terminal oxi-
dativa. (a partir de alcohol o de 4cido lactico) de la fermentacién
de la glucosa; como producto accesorio a partir del 4cido glutdmico.

Pero existen hongos especificos que originan estos acidos. El
Mucor stolonifer y el mucedo, cultivado sobre glucosa en presen-
cia de CO,Ca y alimentos nitrogenados (o lo mismo sobre 4acido
acético) da una mezela de los citados 4cidos.—El mecanismo no es
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conocido pero puede muy bien admitirse la formacién previa de
4cido acético que da sucinico por deshidrogenacién'y fumérieco por
més deshidrogenacién. El hidrégeno separado se desprende. ‘Se-
guramente interviene la Fumarasa y la Sucinasa. El Rhizopus m-
gricans y €l Aspergillius fumaricus producen prmclpalmente acido
fumarico.

Fermentacion Citrica.—Los Citromicetos y el Sterigmatocystis
nigra, en ausencia absoluta de hierro y en medio azucarado y pobre
en azoados, transforma a la glucosa en 4cido citrico. Tamblen el
Aspergillus miger, tan usado en Norte-América, cuya produccmn

por este método pasé de cinco mil toneladas en 1935. i
Se desconoce el mecanismo y se han supuesto varios:

1 Soldadura de tres moléculas de etanal (EULER), dé deido pi-
riwico, de metilglioral (NEUBERG) o de dcido glicdlico (ScHOEN) ;
proviene este ltimo de la oxidacién del acido acético. El meca-
nismo es el siguiente con el acido glicélico: :

HO-{ CH,—COOH CH,COOH

| Eiis
HO- CH,-COOH| ... .., HO- € -COBH . |

I i3 o
HO-++CH,—COOH v CHZ———COOE

2¢ Paso de glucosa a glucurénico y de éste a eitrico (BUTKE-
WITSCH) :

CHOH-CHOH CHOH-CHOH i CH.- COOH
/0 | l :
HOOC-CHOH HOC-CHOH___HOOC-C-OH __)HOOC-C/ OH
| s
CHOH-CHOH ; CH,-COOH

3° Fijacién de 4cido oxilico sobre 4cido acético para dar 4cido
aconitico y éste por hidratacién da acido citrico (RAVENNA) :

(I}OOH ; COOH Wiy COOH

l , |
CH, : CH { GH:
COOH—COOH (-2 H,0) — 5 C—COOH+H,0 — 5 C<00011
(']H,; (]’Hz . OH: .
COOH COOH § sl piag (IJOOH

Acido aconitico
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4° Los precursores son el 4cido glucénico y el sacirico (Knoor
vy WINDAUS) ; que pasan ensegmda a 4cidos B-y-dicetoadipico (WaL-
KER y CHALLENGER)

COOH COOH CH,—COOH CH,—COOH
CHOH CH c0O _____HO—C—COOH
l | I |
CHOH. . C—OH __5C0 CH,—COOH
. — |
('}HOH C—OH CH,—COOH

‘ I
?HOH CH Acido diceto-adipico

[

COOH COOH

Es la hipétesis mas verosimil. El Sterigmatocystis nigra priva-
do de alimentos minerales, produce los 4cidos glueénico, citrico y
oxalico a expensas de sacarosa.

52 Produccién previa de 4cido oxalacético a partir de acético
por deshidrogenaciones y deshidrataciones en la fase final oxidati-
va; el acido oxalacético se condensa luego con una molécula de
acido acético:

- H;C—COOH
0C—COOH En total es: 6,H,,040; = 2 H,04C,H,O,
CH;,—COOH y es genuinamente aerobia.

Fermentacion oxdlica—La misma fermentacién anterior espe-
cialmente con el Aspergillius niger y en presencia de hierro produ-
ce 4cido oxalico. Las fases intermedias son: Etanal-Acido glict-
lico-Aec. oxalico.

0o

Vi
CH.—C —— CH,O0H—COOH - 0, = COOH—COOH 4 H,0

H

Es un producto final de oxidacién, inaprovechable porque no se
oxida més. Puede provenir de la oxidacién de aleohol, glicerina,
glicol, ete. Las bacterias y mucedineas que la producen son: Asper-
gillus, Penicillium y Sterigmatocystis.

Fermeniaciones glucénica y glucurénica.—El Sterigmatocystis
nigra, en presencia de CaO, sobre sacarosa da detdo glucénico. La
accion es debida a una Glucozidasa:
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0
i
CH,OH—(CHOH),—C — - CH,0H—(CHOH),—COOH
I
H

¥ es un proeceso oxidante.

Los dcidos urénicos en general son integrantes de gomas y de
mucilagos; la formacién de estos cuerpos y de las materias pécticas
(enfermedad de la goma) es una oxidacién a partir de pentosas
¥ hexosas. Uno de estos acidos es el ascorbico o Vitamina C :

OH——C::}G OH—CH—C0C—OH
I H i ol
CH,—OH—CH ¢ CH,OH—CH C—COOH
./ “COOH N
[6) (0]
KARRER MICHEEL

CH,OH—CHOH—CH,—CO—CO—COOH
Cox

y otras varias férmulas (ver Vitaminas).

El deido glucurénico:

(0)

Vi
COOH— (CHOH)) —C

H

es el principal y se forma en el organismo humano por oxidacién
de glucosa como medio defensivo de desintoxicacién pues se copula
con venenos (fenol, indoxilo, alcanfor, etc.) para eliminarse por
orina el copulado.

Fermentacion butilenoglicélica.—Es muy frecuente y el butile-
noglicol se encuentra siempre en la fermentacién alcohdlica, en la
sangre, etc. En su formacién interviene una diastasa especial sin-
tetizante llamada carboligasa que actiia sobre el etanal aldolizando-
lo por dos grupos aldehidos y produciendo Aciloing o Acetoina:

0O H

7 N
CH,—O/ C0—CH, — CH,—CHOH—CO—CH,

g
H

s

Este cuerpo da luego una dismutacién de Canizzaro y produce
butileno—glicol y diacetilo:
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CHS—CHOH—CO—CH,} CH,—CHOH—CHOH—CH,

CH,—CHOH—CO—CH, CH,—CO—CO—CH,
El Bacterium lactis aerogenes es la Bacteria principal para esta
fermentacidn.

Fermentacion de otros Carbohidratos.—Entre ellas citemos eo-
mo tipicas las siguientes: )

1° Las producidas por el Bacterium wzilinum o Bacteria de la
sorbosa (BERTRAND) que oxida ciertas hexitas (eritrita, arabita,
sorbita y manita) para dar las cetosas correspondientes.

2¢ Fermentaciones de monosacdridos directamente.—Ademas de
la glucosa, son fermentescibles otras dos aldosas, la manosa y la
galactosa; y una cetosa: la fructosa. Todas ellas pueden fermen-
tar como la glucosa.

3¢ Fermentaciones de polisacdridos—Ya hemos visto cémo la
sacarosa se desdobla por la sacarasa de WILLSTAETTER o invertasa;
y cémo también puede fermentar directamente para dar acetoina,
acidos propibmico y butilico, ete. La Lactosa se hidroliza con la
Lactasa, la Maltosa con la Maltasa, la Trehalosa con la Trehalasa,
ete. Los productos de hidrolisis fermentan como la glucosa.

4° Fermentaciéon de Almidones.—La diastasa tipica o amilasa lo
hidroliza a hexosas. Pero también fermentan directamente para
dar acido butirico con los bacilos de este nombre. El B. macerans
los desdobla en dextrina o y f cristalizadas de SCHARDINGER que
no son ya fermentescibles; la o es la diamilosa, la f es la hexa-
milosa.

5¢ Fermentacién de gomas, muctlagos y pectinas—Se hidroli-
zan con pectasa, jugo de hepatopincreas de caracol, idem de ciertos
animales marinos, ete. El especial para alginas, procede de estos
altimos.

6° Fermentacién de glucégeno. —Se describe en la glucogeno-
lisis.

70 Celulosa.—Se hidroliza por Celulasa. El Aspergillius ntger
da p-glucosa siempre.
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LOS PRODUCTOS ACCESORIOS DE LA FERMENTACION

Acido succinico—Ya se vera cdmo se forma en la fase final oxi-
dativa de fermentacién alcohdlica a partir del deido acético. Tam-
bién estd probada su formacién a partir de 4cido pirtivico que forma
primero diceto-adipico el cual se hidrata y da sucinico y férmico
(TOENIESSEEM ) : :

CH,—C0—COOH CH,—CO—COOH CH,—COOH
+2 H—COOH

—> | —> |
CH,—CO—COOH CH—CO—COOH 2 H,0 CH,—COOH

La lacticolisis del acido l4etico pasa éste a pirtGvico y luego a etanal
el cual se dismuta y da acético, ete., como en la 5* forma.

Otro origen es el de ‘4cido glutimico por desaminacién y des-
carboxilacidn ;

COOH—CH,—CH,—CH—COOH H,0O NH;}+COOH—CH,—CH,—COOH

| b
NH,

El proceso es: Glutamico—Cetoglutadmico-aldehido suceinico—Aecido
suceinico.:

COOH—CH,—CH,—CH—COOH, COOH—CH,—CH,—CO—COOH COOH COOH
I l |

NH, CH, CH,
desaminacién y oxidaeién H, CH,
descarboxilacién([} |
COOH
Oxidacién

El glutdmico procede de las proteinas de las células muertas de la
levadura. El 4cido sucinico establece la relacién entre Carbohidra-
tos, Acidos grasos y aminoédcidos y es interesante para explicar el
paso de glaeidos, lipidos y prétidos.

Alcohol Amilico—Isopentanol.—No procede de pentosas ni de
furfurol como se creyd al principio sino de leucina de albiminas
de células muertas.

CH N CH

>OH——CH,—~CH—COOH il S>CH———CH,—CH,OH+NH3+CO,

CH, ; H,O CH,
NH, :
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Hay desaminacién y descarboxilacién por las diastasas correspon-
dientes. El proceso en definitiva es una 6xidoreduccién o hidrata-
cion.

Este alcohol acompafia al etanol y da productos de cola que son
toxicos.

Los otros alcoholes intermedios (propilico y butilico) se origi-
nan en fermentaciones microbianas especiales que estudiamos en
otro lugar. De todos modos la valina puede dar también aniloga-
mente ¢sobutanol :

CH, CH,
>CH——CH——OOOH Gl >0H—CH,0H
CH, CH,

I
NH,

Todos estos alcoholes reaccionan con los 4cidos y se esterifican
dando el bouquet de los vinos afiejos.

GENUINA GLUCOLISIS

Es el proceso anaerobio de la transformacién de la glucosa en el
misculo y en general en las células animales, con produccién de
dcido lactico :

C.H,;0, = 2 C;H,O,

Se extiende el concepto de glucolisis estricta a la transformacién
de todos los Carbohidratos en 4cido lactico. Pero aunque interven-
gan log mismos factores, nos concretamos a la glucosa y reservamos
el nombre de Glucogenolisis al proceso que arranca del Glucdgeno.
La Glueolisis y la Fermentacién se diferencian no solamente en
los productos finales del proceso (4cido lietico en la primera y
alecohol en la segunda), sino también en muchos de los cuerpos in-
termedios que se forman y en el sitio en que tiene lugar todo el
proceso; éste es exocelular en la fermentacién y se lleva a cabo con
el jugo que dan las células del substrato y las productoras de
Diastasas. La genuina Glucolisis es endocelular y tiene su asiento
en el interior de las células.
En cambio, tienen de comin los dos procesos que las primeras
materias son las mismas (glucosa, fructuosa y sus ésteres fosfori-
cos) ; también son idénticos los primeros cuerpos intermedios que
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se forman (triosafosfatos, etc.) hasta llegar al término de A&cido
pirtivico si se acepta la explicacién de MEYERHOF, o de metilglioxal
si se admite la teoria de NEUBERG. Segian la primera, el acido pi-
ravico se descarboxila para dar etanal y luego aleohol en la fer-
mentacién ; y se reduce para producir acido lactico, en la glucolisis :

__CO. i
2 7(00,{ CH,—COH +H,
2 CH,—CO—COOH L (O OW OB
i 3 —CH,—CHOH—COOH Wisioh
7 R e

en realidad el fenémeno es mas complejo porque en el primer caso
(como vimos) el acido pirtvico y el etanal reaccionan con la glu-
cosa y producen también Acido fosfoglicérico para dar, por dis-
mutacion, acido lactico y dcido dioxicetonafosférico el cual vuelve
al ciclo de reacciones. Segin NEUBERG, DAKIN, ete., el metilglioxal .
se transforma por la metilglioxalasa (o Cetoaldehidomutasa) di-
rectamente en acido lactico, para lo cual dicho cuerpo funciona
al estado de hidrato:

OH
CH,—CO—CH < —— CH—CHOH—COOH
OH

Ya hemos dicho antes que se disecute mucho la formacién de metil-
glioxal en el musculo; y aun admitida su existencia, se cree que no
se transforma en 4cido lactico més que con el concurso indispen-
sable de la Glutathiona. Pero se puede demostrar la existencia de
ese cuerpo en el musculo y la posibilidad de su transformacién
directa en 4cido lactico sin la presencia de Glutathiona ni siquiera
de Metilglioxalasa. Ahora bien, siempre se origiha de ese modo
el acido levo-lictico casi con exclusion del dextro-lactico que es el
Unico que se forma y existe en el miisculo.

En la papilla muscular se ha conseguido aislar dioxicetona,
glicerina y aldehido glicérico al estado de sus respectivos ésteres
fosféricos lo cual prueba su formacién durante el proceso de glu-
colisis. Puede también utilizarse todo el razonamiento que emplea-
mos para la fermentacién (hasta el término de 4cido pirtivieo
fundado en la existencia de diversos cuerpos intermedios, la fer-
mentescibilidad de éstos y la aecién paralizante del fluoruro sédico
y del Acido iodoacético lo cual ha permitido aislarlos. La primera
materia es la glucosa-6-fosfato, o ester de EMBpEN-RoBINSON, 1la-
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mado de antiguo Lactacidégeno por ser generador de 4cido lactico;
su paso a difosfato (ester de HARDEN) no estd todavia bien dilu-
cidado, pero tiene lugar con el concurso de Hexoquinasa, Fosforilasa
v Cofermentos. En realidad se han podido aislar y caracterizar
en el jugo muscular los cinco ésteres fosféricos de glucosa y de
fructosa de que nos ocupamos antes como primeras materias de la
Fermentacién: Los monofosféricos 1 y 6 de la glucosa (ésteres
de Corr y de EmBDEN), los monofosféricos 1 y 6 de la fructosa
(6steres de Tank6 y NEuBERG) y el difosférico 1-6 de la frue-
tosa (ester de HARDEN).

Lios donadores del 4cido fosférico son los mismos que en la fer-
mentacién; el sistema adenilfosférico, y ahora también el creatin-
fosférico y otros andlogos, que existen en el museulo como veremos
méas adelante al hacer su estudio detallado. El proceso total y

" completo, segiin MEYERHOF, comprende seis reacciones fundamen-
tales que se distinguen en las primeras letras del abecedario. La
A es una simple fosforilacién de la glucosa a beneficio del sistema
adenilico. La B es la transformacién del Lactacidégeno en triosa-
fosfato (4cidos dioxiecetona y glicerinaldehidofosféricos) y éstos,
a su vez, en acidos o—glicerofosférico y fosfoglicérico-3. Este l-
timo se ha podido aislar envenenando el misculo con oxalato o
fluoruro sédico y afiadiendo hexosadifosfato; el glicerofosférico
ha podido también aislarse. La adicién de 4cido bromoiodoacético
impide el paso de los triosafosfatos, a éstos &cidos, y posibilita
el aislamiento de aquéllos. La C es una isomerizacién del &ci-
do fosfoglicérico-3 a su isémero—2 y la transformacién de éste
en 4cido fosfopiriivico; la adicién de fluoruro sédico impide esta
dltima y permite aislar el euerpo anterior (4cido fosfoglicérico-2).
La D es la desfosforilacién del 4cido pirtivico para libertarlo y
pasar la glucosa a su ester difosférico; el pirtivico se puede carac-
terizar por las reacciones de la dimedona, de DOBNER y otras que
ya mencionamos al ocuparnos de la Fermentacién. La E es en
definitiva la transformacién de Acido pirtivico en lactico y es la
caracteristica y principal de todo el proceso; lo mismo decimos de
la F; en las dos intervienen la glucosa y el &cido fosférico (o el
hexosadifosfato) y en ellas se origina 4cido fosfoglicérico a partir
de triosafosfatos perdiendo éstos hidrégeno (que necesita tomar el
pirtvico para pasar a lictico) y ganando oxigeno; en definitiva
es una dismutacién:
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v |
CH,—CO—COOH H, CH,—CH—OH—COOH
Acmno Pi1RGVICO
ol el Ly OH
COOH—CH—OH—CH,—0—P
CH,O0H—CO—CH,—O0—P 0 0
Jabinl

Aeide Diozicetona-Foforico

Reaccion F de MEYERHOF

También aqui existen una fase inicial y otra estacionaria; la prime-
ra la integran las dos reacciones A y B; la segunda las restantes.
El 4cido fosfoglicérico producido en la E pasa a incorporarse a la
C para su transformacién en 4acido pirtivico, siguiendo el ciclo mar-
cado por las reacciones C, D, E y F. He aqui el esquema de
MEeYEREOFF-EMBDEN que condensa lo antedicho:
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FASE ESTACIONARIA

A.—2m.GLUCOSA. 4 2m. Adenil-Pirofosfato — 2m.Hexosa-Difosfato + 2m.Acido ADENILICO
FASE INICIAL :

B.—2m.HEXOSA- (2m.Acido DIOXICETONA-Fosférico 2m.Acido GLICEROFOSFORICO
Difosfato + —_— +
2m.Acido GLCERINALDEHIDO-Fosférico | 2m.Acido FOSFOGLICERICO-3

——>C.—2m. Acido FOSFOGLICERICO-3 = 2m.Acido FOSFOGLICERICO-2 €5 2m. Acido FOSFOPIRUVICO + H,0

D.—2m.Acido FOSFOPIRUVICO 4 Im.GLUCOSA _____5 1m.HEXOSA-Difosfato + 2m.Acido PIRUVICO

v

2m.Acido Fosfoglicérico
E< 4 2m.POH, =y = = =

tle.deOOm». mmﬁmnwlamlo mE.eawommmOmmmno
+ 2m. Acido PIRUVICO | 2m.Acido PIRUVICO |( 2m.Acido PIRUVICO

+ Acido LACTICO

—> e —

— 1m.Hexosa-Difosfato 2m.Acido DIOXICETONA-TFosférico 2m. Acido Fosfoglicérico
F
+ 2m.Aeide PIRUVICO Acido PTIRUVICO

+ 2m.ACIDO LACTICO

ESQUEMA DE MEYERHOF-EMBDEN

Acido Ldctico
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FASE TERMINAL OXIDATIVA

Todos los procesos mencionados y deseritos hasta ahora, son
totalmente anoxibiéticos; producen finalmente alcohol o dcido ldc-
tico, segiin se trate de Fermentacién o de Glucolisis. Pero la oxida-
cién de estos productos en presencia de oxigeno molecular conducen
siempre a la formacién de etanal, cuyo cuerpo se ha demostrado
que existe siempre en la levadura de fermentacion y en el jugo
muscular.

El 4cido lactico se deshidrogena para pasar a piravieo y éste
se descarboxila para producir etanal:

CH,—CHOH—COOH4.0.,H,0 4+ CH—CO—COOH_;H;04CO0,+CH,—COH

El alcohol se deshidrogena también para transformarse en su al-
dehido:

CH,—CH,0H+4 0, yH,04 CH,—COH

Las dos reacciones son de deshidrogenacién pero el aceptor del
hidrégeno separado es, siempre, el oxigeno molecular. No se ha
podido demostrar a completa satisfaccion la existencia de las De-
hidrasas que determinan estos procesos finales; no asi la de:las
Carboxilasas existentes, sobre todo, en la piel; ni la de las Co-
dehidrasas I y II también muy difundidas. :

El etanal asi producido se dismuta facilmente en alcohol y.
acido acético; y este ultimo pasa sucesivamente a dcidos succinico,
fuméarico, malico, oxalacético y pirtvico; este tltimo vuelve a
etanal continuando el cielo; durante el cual en definitiva, se res-
tituye una moléeula de ese aldehido en tanto que otra va perdiendo
CO, y H, (éste va con oxigeno para dar agua y de ahi que la
fase tenga que ser forzosamente oxidativa).

La existencia en el tejido muscular de las distintas Dehidrasas
e Hidratasas necesarias para todas estas transformaciones, y la
puesta en evidencia de los cuerpos antes mencionados, demuestran
la exactitud de estas aseveraciones; todas esas diastasas (sucinasa,
fumarasa, ete.) han sido consideradas en su lugar correspondiente.
He aqui un esquema que resume lo antedicho:
Ferm.—14
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€0z Hzﬁ/,ALCOHaL
. Carboxtlasa -CO,— s L\
2 Acido Acetico
: {CH3- COoH
Acido PIRUVICO CH4-C00H
- 3 :
ESECOOH Sucinasa \-H;
Carboxilasa-C0, Ac»dzo_ S[%)HC'NICU
'f 5-COOH
Acido . Oxalacetico Sucino Dehn’drasa»Hi
CO-CO0H Acido FUMARICO
CH, - COgH ,LH-COCH
idoMALICQ _CH-COCH
EHZOFESSSH Fumarasa

LACTICOLISIS

La suerte que sigue el 4cido lactico producido en el musculo
puede ser otra distinta de la indicada antes, o ‘transformaciéon en
piravico y luego en etanal. Alguna parte de él retorna a glucosa
por proeceso inverso al de su formacién estableciéndose un ciclo del
cual nos ocuparemos méas adelante. Pero otra parte puede des-
componerse (Lacticolisis) en cuerpos diversos de los que figura-
mos en ¢l esquema anterior, y derivados también del etanal. Este
iltimo puede endoxidarse y pasar a &cido acético, el cual sigue
oxidandose hasta oxalico y, finalmente, se desdobla (siempre por
via oxidativa) en anhidrido carbénico y agua:

CH,—CHO___,CH,—COOH____3COOH—COOH____5C0,4+H,0

También el metanal puede aldolizarse y el aldol formado se oxida
para originar los cuerpos de la triada ceténica, los cuales son como
sabemos el 4cido P-oxibutirico, el acetilacético y la cetona. Aqui
se ve un origen tipicamente de carbohidratos, de estos cuerpos,
contrariamente a su génesis a partir de grasas que consideramos
al ocuparnos de la teoria de la B-oxidacion de KnNoor en la exposi-
cién de las hipdtesis explicativas de las 6xido-reducciones intra-
organicas:

0 0 0
CH—C {H +CH3_C<H —CH,—CHOH—CH,—C {H Zamn

CH,—CHOH—CH,—COOH ____;, CH,CO—CH.—COOH __ CH,—CO—CH,

También puede el etanal condensarse para formar acetoina (unién
de las dos moléculas de aldehido por sus grupos funcionales) con
el concurso de la diastasa especial sintetizante llamada Carboligasa
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por su autor (NEUBERG); la acetoina se dismuta y produce buti-
lenoglicol y diacetilo, como ya vimos al ocuparnos de la Fermen-
tacién butileno-glicflica de la glucosa. La existencia de la dias-
tasa sintetizante ha sido muy discutida y negada por diversos
autores (DIRSCHERL), los cuales explican la transformacién del eta-
nal en aciloina por una simple actividad de una de las moléculas
del aldehido; esa actividad puede lograrse sometiéndole a las ra-
diaciones ultravioletas de una cierta longitud de onda (2,700
unidades ANGSTROM = 0,0027 milimetros) ; se transforma rapida-
mente en aciloina (acetoina) asi como también le pasa lo mismo al
acido piriivico el cual previamente se desecarboxila por esas radia-
ciones para pasar a etanal.

En general, puede decirse que este aldehido etilico, procedente
del alcohol o del acido lactico, es el generador, de muchos cuerpos
que se encuentran in vwo y que se forman a partir de él por pro-
cesos fermentativos, que ya consideramos al tratar de las diversas
fermentaciones de la glucosa; estudiadas entonces como produci-
da por microorganismos y estimadas ahora como producidas por
diastasas.

GLUCOGENOLISIS

Hasta ahora hemos considerado tan sdlo, las transformaciones
que experimenta la glucosa (o la fructosa) por via fermentati-
va 0 en el misculo; hemos supuesto que todos los carbohidratos
se resuelven en definitiva, en esos azicares sencillos que existen
en la sangre y de ella van a todos los tejidos. Pero también hemos
dicho que una buena parte de la glucosa es almacenada en el
higado y en el miusculo, al estado de glucégeno; la formacién
de este polisacarido (Glucogenogenia o Zooamilia) tiene lugar a
partir de la glucosa con casi exclusién de otro monosacirido; frue-
tosa o galactosa se transforman antes en glucosa; los disacaridos
y las pentosas no intervienen en la sintesis del glucégeno; el
acido piravico y el metilglioxal tienen escasa aptitud para la
glucogenogenia en tanto que la glicerina, el 4cido—dextro lactico
y la dioxicetona se cambian fuertemente en ese cuerpo. El glu-
cogeno puede también formarse en el higado a partir de otros
cuerpos que no son Carbohidratos; de los 4dcidos grasos tnicamente
el propiénico muestra capacidad de formacién; y de los amino—
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dcidos, principalmente la alanina. En el misculo se sintetiza glu-
cégeno a partir de la glucosa sanguinea por la intervencién de la
insulina del pancreas. En todos estos procesos intervienen Fermen-
tos diversos.

La cantidad de glucégeno existente en los tejidos (especialmen-
te el muscular) es muy superior (40 gr. por K°) a la que alma-
cena el higado (2-4%) pero no regula la glucemia mas que en
un sentido; restando glucosa a la sangre para formar dicho Glu-
cogeno; pero no restituyendo a aquélla (por Glucogenolisis) esa
glucosa como hace el higado. El Glucégeno musecular, ademaés, na
tiene otro origen méas que la glucosa sanguinea.

La Glucogenolisis en el higado tiene lugar a beneficio de la
actividad de una diastasa muy difundida en la sangre, la cual
ejerce su aceién lentamente, a un Py 6ptimo = 6,2 en ausencia de
cloruros y a Pg=7-7,4 en su presencia; su actividad aumenta
considerablemente por el influjo de la adrenalina y también por
las hormonag tiroideas e hipofisiarias. Las fases por las cuales
pasa el glucégeno hepético para cambiarse en Glucosa son las
siguientes plenamente demostradas:

Glueégeno Dextrina Maltosa Glucosa
Dextrinasa Amilasa Maltasa

La Glucosa después se fosforila y sigue el proceso de trans-
formacién que ya explicamos detalladamente en la Fermentacion
alcohélica. La Glucogenolisis en el misculo tiene otro proeceso
distinto. Durante la actividad muscular, el Glucégeno se consume
y va siendo suplido por el que va del higado a la sangre (al esta-
do glucosa) y de ésta al misculo donde se sintetiza para dar Glucé-
geno. Quiere decirse con esto que lo que se gasta en el tejido muscu-
lar es Gluebgeno y no Glucosa. Pero ese glucégeno comienza prime-
ramente por hidrolizarse y transformarse en diversos productos in-
termedios hasta resolverse en glucosa la cual se fosforila en segui-
da. Como en el misculo no se encuentran diastasas glucogenoliti-
cas (Amilasa, Maltasa, ete.), admiten muchos investigadores que
esa transformacién es determinada por los fosfatos inorganicos del
jugo musecular; su 4cido fosférieo hidroliza a la molécula del Glu-
cdgeno y subsecuentemente fosforila a la Glucosa resultante; este
proceso es llamado por ParNas ‘‘Fosforolisis’’ del glueégeno y pue-
de expresarse por la reaccién siguiente:

Glucdgeno -+ Fosfato inorginico — Hexosamonofosfato
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¥ no intervienen en él ni el sistema adenilico ni el creatinico que
son los donadores generales del &cido fosférico en el miiseulo;
dichos sistemas no son estables en los autolizados musculares y sir-
ven solamente para fosforilar al hexosamonofofato y transformarlo
en difosfato. Seglin ParNAs y Cori, €l proceso de transformacién
puede expresarse por el siguiente esquema (recuérdese la férmula
de constitucion del Glucégeno, dada anteriormente, aniloga o idén-
tica a la del almidén); el ester de Corr se transforma rapida-
mente en el de EmBpEN-RoBISON (Lactacidégeno) el cual pasa
parcialmente y queda luego en equilibrio, con el de NEUBERG; todos
ellos son monofosforicos.

Lol
|
H—C 0o
| || /OH
H—C—OH H—O0—P (0]
| OH ||
HO—(C—H (6) o—Pp
| | A
H—C —. 0 H—C
Hisipug] |H——C H—C—OH
|- | l
CH,0H H—C—OH HO—(‘I——H !
|
HO—C—H (6] H—C—OH
| I
H—C—OH H——(’}
!
H G CH,OH
[
Ester de Cor1
ol Glucosa-1-
Unidad de GLUCOGENO Fosfato
|
H—C—OH
[
H—C—OH
| (0]
HO—C—H
|
H—C—OH
|
H—C———
| OH
CH,—O—P
[l NOH
(6]

Ester de EMBDEN-ROBISON
Glucosa-6-Fosfato

ESQUEMA DE PARNAS-CORI
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(La formacién de ester Corr parece necesitar el concurso del siste-
ma adenilico de fosforilacién). Este sistema es absolutamente
indispensable para pasar a los ésteres difosféricos de la glucosa,
especialmente al ester de HARDEN-YOUNG :

2 Hexosafosfato 4 Acido adenil pirofosférico = 2 Hexosadifosfa-
to -+ Acido adenilico.

Dichos ésteres difosféricos no se encuentran en los tejidos anima-
les y se consideran como estabilizadores y también como cataliza-
dores de la Fermentacion.

Segtin MeveErHOF el Glucbégeno se desdobla primeramente en
Glucosa, en una forma especial de ella aloisomorfa, la cual se
fosforila directamente por el sistema adenilico siguiendo dos eta-
pas que son la formacién de ester monofosférico primeramente, y
la del difosférico luego (véase mis adelante el sistema de fosfori-
lacién de Hexosas); para la formacién de este segundo requiere
la presencia, ademas, de la llamada proteina A, que es el soporte
albuminoideo de 1a Codehidrasa I como ya vimos al estudiar este
altimo fermento.

El mecanismo de la fosforilacién del glucdgeno no se encuentra
todavia bien dilucidado y actualmente se admiten tres posibilida-
des: Reaccién directa entre Glucégeno y Fosfatos inorganicos en
ausencia completa de 4cido adenilico, tal y como admite PARNAS
y niega LoHMANN; paso de 4cido fosférico libre al Glucogeno por
intermedio del 4cido adenilico el cual se desfosforila parcialmen-
te; y Proceso desconocido por reacciones acopladas en virtud de
las cuales se produce el calor mnecesario para la Fosforilacién;
posiblemente esa reaceién exotérmica sea la del édcido pirtivico
con el Triosafosfato.

De todos modos, por un camino u otro, se llega a la forma-
ci6n de estos ésteres de la Glucosa los cuales, después, se van
cambiando en Triosafosfatos, 4cido fosfopirtivico y, finalmente
en 4cido lactico, seglin vimos antes y expresamos en el esquema
de MeyermOF-EMBDEN. Un proceso idéntico sigue el Gluedgeno
de otros tejidos distintos del muscular; asi lo ha probado nuestro
Ocuoa para el corazén; EuLer para el cerebro y Jost para el
rifiéon. Es de notar que solamente los ésteres fosféricos de Hexo-
sas, formados de este modo, son los fnicos capaces de transfor-
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marse; los obtenidos por sintesis in vitro no son fermentescibles
ni transformables (CAHN y Houekr). También debe sefialarse
que esta transformacién del Glucégeno tiene solamente lugar en
el miisculo estriado; el liso, los tumores, la materia gris, la retina,
ete. degradan ficilmente a la Glueosa pero no al Glueégeno, quizé
porque carecen de acido adenilfosférico.

Pero no todo el glucégeno muscular pasa a acido lactico.. Se-
gin Hmi y MEYERHOF, por cada cinco moléculas de glucosa de
origen glucogenolitico solamente cuairo se transforman en 4cido
lactico en tanto que la quinta es destinada a la Fermentacién para
ser en definitiva quemada eon produceién de calor; cumple, por
tanto, fines energéticos mientras que las cuatro antes citadas no
hacen méas que intervenir en la quimica de la contraceién muscu-
lar y recomponer luego la glucosa sanguinea y el Glueégeno hepa-
tico. Se establece €l ciclo que puede exprsarse del modo siguiente:

2 _5Glucosa de la sangre 3
Glucégeno del higado Glucégeno del miseulo
——————Acido lactico de la sangre<—-———!

la adrenalina acelera y activa las reacciones 1 y 2 de este ciclo
causando, respectivamente, hiperlactacidemia y hiperglucemia;
también retarda la reaccion 3. En cambio la insulina acelera esta
reaccién 3 y determina hipoglucemia.

Al ocuparnos méas adelante de la quimica del musculo volve-
remos sobre estas cuestiones.

EL SISTEMA DE FOSFORILACION

Repetidas veces hemos dicho que la Glucosa (o la Fructosa) y el
propio Gluebgeno, necesitan transformarse en ésteres fosféoricos
diversos para después continuar su proceso de desdoblamiento y
llegar, finalmente, a aleohol o a &cido lactico. El 4cido fosforico
necesario para esa fosforilacién proviene principalmente de com-
puestos fosforados diversos que existen en los tejidos; la donacién
o cesi6n de su acido fosférico al carbohidrato es accién reversible

puesto que le recuperan después.
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De estos compuestos fosforados el que se conoce desde més
antiguo es- el llamado Fosfdgeno descubierto por EGGLETON y es-
tudiado primeramente por Fisge y SuBBArow (1927); este fos-
fageno (engendrador o liberador de 4cido fosférico) es un deri-
vado resultante de substituir un atomo de hidrégeno del grupo
aminico NH, de la creatina por un radical del 4cido orthofos-
férico:

OH OH
\P/
COOH—CH,—N—C—NH,+PO,H, COOH—CH,—N—C—NH—P{+H.0
N\ l I
da, XH G, tm 4
Creatina. Fosfigeno.

es, por lo tanto, el 4cido creatin-fosférico o Creatinafosfato. Exis-
te en el miusculo de todos los vertebrados pero en el de los inver-
tebrados hay un compuesto parecido en el cual la molécula de
creatina estd substituida por una del aminoicido llamado Argi-
nina (Acido guanidin-a-aminopentanoico) y el cuerpo resultante
se denomina también Fosfiageno, pero es ahora Acido Arginin-
fosforico :

OH

COOH—CH~0H2—-GH2-NH—C——NH——P{—OH
L gl
de constitucién analoga a la anterior puesto que ambos son deri-
vados de la guanidina (LoEMANN). La descomposicién o desfos-
forilacion de estos Fosfdgenos produce una gran cantidad de ca-
lor o energia que es la necesaria para la contracciéon del misculo,
como veremos mas adelante. El metabolismo de los Carbohidratos
y €l de los Fosfagenos de la célula museular eran tenidos eomo
procesos energéticos acoplados; el primero proporciona la energia
necesaria para la formaecién de los fosfigenos; y éstos al hidro-
lizarse dan la que necesita el misculo para contraerse.
Actualmente se admite que el sistema fosfigeno constituye
una reserva fosforica la cual no actiia directamente como donador
de acido fosforico a los Carbohidratos, sino que lo hace sobre cuer-
pos del sistema adenilico los cuales se fosforilan a beneficio de
los Fosfagenos y eeden luego su acido fosférico a la Glucosa o al
Glucégeno. Esta dltima funcién la ejercen eon caricter exclusivo
¥, por tanto, no es compartida con los Fosfagenos.
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El estudio acabado del otro sistema de fosforilacién denomi-
nado sistema adenilico se debe principalmente a LoHEMANN y a
Parnas. Estid constituido por los ésteres mono, di y trifosforicos
de la Adenina (unida a una pentosa, la ribosa). El llamado dcido
adenilico o Adenosinmonofosférico es un verdadero nucleftido for-
mado por una moléecula de Adenina, otra de ribosa y otra de aeido
orthofosférico; corresponde su estructura molecular a la siguiente
férmula de constitucion:

N—C—NH,
Ii 4l

H—C—C—N OH OH 0
5 [ ] | OH
NN CH—OH—CH—CH—CH,—0—P

!

Acido Adenosin-monofosférico — ACIDO ADENILICO.

‘ OH

(0]

y ha podido obtenerse por sintesis a partir de sus componentes
con lo cual se ha consolidado su constituciéon quimica asi expresada.
Puede perder amoniaco del grupo NH, de la adenina y transfor-
marse en deido inosinico o hipoxantinofosférico cuya férmula di-
fiere de la anterior mediante la substitucién de NH, por OH
(ecambio de nicleo de adenina en el de la hipoxantina); en la
contraceién muscular tiene lugar siempre desprendimiento de amo-
niaco. ParNAs ha demostrado que este dcido inosinico es tan eficaz
como el adenilico para activar la esterificacién del Gluecdgeno con
4cido fosforico libre.

El Acido adenosindifosférico resulta de la fijacion de una nue-
va moléeula de acido fosférico sobre el anterior; el final de su
férmula serd entonces:

OH OH
| |
—CH,—0—P—0—P—O0H
I i
(0] O
que es grupo de &cido pirofosférico realmente.

El Acido adenosintriofosférico o Adenilpirofosforico, tiene tres
restos de dicho 4cido en su molécula; el final de su férmula de
constitueién seri el siguiente:
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OH OH
O OH
—CH,—0—P—0—P—0—P
I Il | ~oH
0O O 0

y se denomina dcido adenilpirofosférico porque puede considerarse
derivado del 4cido adenilico introduciendo en él un resto de &cido
pirofosférico. Este acido es el eje central de toda la Glucogenolisis
porque es el principal donador de &cido fosférico al carbohidrato
pasando él a acido adenilico; no es eapaz de desaminarse como el
4cido adenilico y, por tanto, no desprende amoniaco.

Estos tres Acidos se distinguen abreviadamente por las iniciales
AMP, ADP y ATP, respectivamente, para el adenosin-mono, di y
trifosférico. El tltimo de ellos puede actuar sobre la Creatina
para transformarla en Fosfigeno cambiindose él en 4cido adeni-
lico; esta reaccién es reversible y se llama Reaccion de LOHMANN:

Acido adenosintriofosférico -+ 2 Creatina = Acido adenilico -+
2 Fosfageno

v es favorecida por una Diastasa especial llamada, como vimos,
Pirofasfatasa actuando como catalizador los iones magnesio.

Los tres acidos constitutivos del ‘“Sistema Adenilico’’ pueden
ceder su édcido fosférico al Glucdgeno, a la Glucosa (o Fructosa)
o al Acido piravieo; se precisa el concurso de las Fosfatasas o
Fosforilasas, (que estudiamos ya en su lugar correspondiente) el
de los iones magnesio probablemente también, y el de las Codehi-
drasas I y II. El paso del 4cido AMP y del ADP al ATP no
est4 probado en el misculo pero tiene lugar en la levadura y
también, claro es, puede llevarse a cabo en los laboratorios por los
métodos generales de fosforilar. El aprovechamiento de fosfatos
inorgénicos para la Fosforilacién de los Carbohidratos, como supo-
nen ParnAs y Cori, tiene lugar a través del sistema adenilico
porque esas sales se fijan sobre AMP y ADP para pasarlos a
ATP, precisamente en los procesos de Fermentacién y cuando el
Gliceraldehidofosfato se dismuta a 4cido fosfoglicérico; pero tam-
bién puede producirse en la fase oxidativa u oxibibtica de com-
bustién de Carbohidratos (RUNNSTROM y otros). También Lip-
MANN demuestra que la Vitamina B determina la reaceién entre
fosfato inorgdnico y Acido adenilico en presencia de pirtivico; y
la conversién de éste en 4cido acético a través del Fosfato de Vita-



219

mina B o Cocarboxilasa ; esta tltima reaccién suple la energia nece-
saria para fosforilar el 4cido adenilico y pasarlo a adenosintri-
fosforico.

He aqui un esquema

2 Acido 2 Adido
Fosfopiruvico =  Pirdvico
Acido |
Inosinico 2 :
(Desaminacion) Senefort CHmanh: L No se desamina)

i 2Adido Acido Adenosin-
Acido Adenosm! *ag € ; ¢ <
monofostoric (ggfg"?@} S 2CREATINA + tiifosforico

FOSFAGENG

+
Reserva de fosfatos

Bl Hexosa Hexosa 3

2 Difosfate  ~ 2 Monofosfato

2 Fosfato = 2H,0

Sistema adenilico de Fosforacién

en ¢l cual se puede apreciar el mecanismo de la Fosforilacion, tal
¥y como la hemos expuesto antes.

LA GLUCOLISIS AEROBIA EN EL MUSCULO

Hasta ahora no hemos considerado més que procesos anoxibiéti-
cos en la fermentacién y el musculo. Salvo la fase final oxidativa
que expresa la suerte que ha de correr el etanal producido en los
procesos mencionados. Pero la propia Glucolisis puede tener una
fase oxibi6tica o aerobia que vamos a considerar ahora.

Pasteur habia demostrado que en la fermentacién alecohélica
una parte de la Glucosa se oxidaba a beneficio de la otra parte
la cual se reducia; en realidad el microorganismo productor de la
Fermentacién (el Saccaromyces Cerevisie) cuando vive en contac-
to del aire consume la mitad de glucosa presente, transformandola
en alcohol y anhidrido carbénico, en tanto que la otra mitad se
emplea en nutrir las células del microbio produciendo substan-
cias constructivas diversas. También en el organismo humano, la
mitad aproximadamente de la glucosa de la sangre es oxidada o
quemada en tanto que la otra mitad va a formar Glucégeno (en
el higado, en el misculo y en otros tejidos) o a transformarse en
grasas. Pero-en donde se ha estudiado, de modo acabado por Mx-
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YERHOF, este proceso ha sido en el misculo que respira en contacto
de oxigeno atmosférico; entonces parte del Acido acumulado se
destruye (paso a etanal) pero otra parte se utiliza para la sin-
tesis del gluedgeno; esta segunda fraceién la indicamos ya al
final del capitulo de Glucogenolisis. Este proceso regresivo, de
retorno al cuerpo primitivo, aun a pesar de existir condiciones
para la desmolisis completa del cuerpo intermedio, es general en
todas las eélulas. Para el caso concreto del mfiseulo recibe el nom-
bre de Reaccion o Ley PASTEUR-MEYERHOR y establece la depen-
dencia entre fermentacién y respiracién, y en definitiva indiea
que en la anoxibiosis se produce una cantidad de substanecias de
desmolisis muy superior a la que después puede utilizar la res-
piracién. La respiracién, por lo tanto, detiene la Glucolisis y la
Glucogenolisis, en el sentido de que parte del dcido lictico pro-
ducido pasa nuevamente a formar glucosa y no es oxidado (Lac-
ticolisis) hasta el final. Se establece un ciclo, denominado Ciclo
MEYERHOF, que puede expresarse, en su forma més sencilla, de
este modo:

Anoxibiosis

|

|
Carbohidratos Acido Liectico

Oxibiosis

La reaccién en el sentido analitico o de izquierda a derecha es
anoxibiftica o exotérmica; la contraria o sintética (de derecha
a izquierda) puede ser también anoxibibtica pero es endotérmica
y para produeirse necesita utilizar el calor desprendido en otra
reaccién acoplada con ella; esta reaccién es la de ulterior trans-
formacién o combustién de parte del 4cido lactico, la cual es oxi-
biética y, por tanto, precisa el concurdo del oxigeno. Cuanto
més fuerte es la respiracién (esta fase Gltima) tanto menor es
la cantidad de édeido lictico que se encuentra en el tejido. Se
llama cociente de oxidacién o de MEYERHOF, la relacién entre el
deido lactico que desaparece y el que es oxidado:

C.0=Cociente de oxidacién — 2ads 1é0t_i00 de.saparecido
Acido lactico oxidado

estando calculados el numerador y el denominador en moléculas
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de glucosa equivalentes; su valor normal oscila de 3 a 6; en el
miseulo de rana fatigado pero en reposo y en presencia de oxi-
geno, €l cociente vale 5; en el corazén de embrién de pollo vale
4 y en el misculo de buey oscila entre 3,2 y 11,8. El valor nor-
mal quiere expresar que solamente 1/3 a 1/6 del acido léetico
formado se oxida, retornando el resto a Carbohidrato; éste puede
ser Qlucégeno principalmente, pero también almidén y otros poli-
sacaridos, si se trata del tejido muscular; también y en segunda
linea, pueden formarse Fructosa y Glucosa; los sistemas de fos-
forilacién que ya estudiamos actGan para esta resintesis ecomo ver-
daderas diastasas determinantes del proceso. En los otros tejidos
sucede al contrario y la resintesis a partir del acido léctico va
orientada a producir primeramente Glucosa, y con mucha mayor
dificultad y lentitud, Fructosa, Glucbgeno y otros polisaciridos;
posiblemente sin necesidad del concurso de los sistemas de fos-
forilacién.

LA CELULA CANCEROSA

En las neoplasias la célula elabora cantidades muy considera-
bles de 4cido lactico y funciona como una levadura anoxibidtica
facultativa; de 13 moléculas de glucosa que recibe, 12 se cam-
bian en &cido lactico y solamente una se quema u oxida hasta
el final. Predomina, por tanto, en ella el proceso analitico de
desdoblamiento de glucosa en dicho 4cido, ineluso hasta en pre-
sencia de oxigeno que es capaz de llevar a cabo la lacticolisis
en la célula normal. Por eso WARBURG denomina a este proceso
predominante en la célula cancerosa, Glucolisis aerobia, con cuya
expresién se quiere significar el predominio enorme de la sim-
ple glueolisis aun en presencia de oxigeno. Este cuerpo es con-
sumido, por tanto, en los tumores malignos (carcinoma y sar-
coma) en mucha menor proporeién que en los tejidos normales;
y aun dentro de las propias células del cincer consumen menos
oxigeno aquellas que se reproducen con lentitud, en tanto que
los de proliferacién ripida gastan mas. Este predominio de las
escisiones sobre las oxidaciones, esta impotencia de la respiracion
para corregir la glueolisis en su fase final, hace que el consumo
de glucosa en estas células sea enorme porque la simple glueolisis
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que efectian es la finica reaccion de la cual ha de tomar la ener-
gia necesaria para todas sus funciones, especialmente la de re-
produccién que es tan intensa en las neoplasias. Y como la esci-
sién de la molécula de glucosa en dos de acido lactico desprende
muy poco calor, es necesario que se supla este efecto con el aporte
de grandes cantidades de glucosa. Hste régimen de prodigalidad
en que viven dichas células determina una repercusién en la Glu-
cemia porque el gasto enorme que se hace de glucosa hace bajar
el indice glucémico; y por esto la administracién de insulina mi-
tiga el desarrollo de las mneoplasias en tanto que lo aumenta el
aporte de glucosa por via parenteral.

No es solamente la célula cancerosa la que muestra este espe-
cial metabolismo de los carbohidratos. Se ha podido demostrar
también en diversos tejidos normales, como son los embrionarios
v los de crecimiento répido; tal sucede, por ejemplo, en el feto.
Pero también sucede lo mismo en la retina, en la cual no hay
procesos proliferativos intensos y en cambio manifiesta una glu-
colisis muy fuerte sin duda porque el tejido retiniano pierde
facilmente su capacidad para la oxidacién y respiracién y en
cambio conserva la funcién glucolitica.

LA CONTRACCION MUSCULAR EN SU ASPECTO
BIOQUIMICO

La contraccién del musculo puede tener lugar en medio anoxi-
bi6tico y en ambiente oxibi6tico. La primera es la principal y
casi exclusiva, con lo cual se prueba que la respiracién en el tejido
muscular es un proceso independiente, aunque muchas veces si-
multineo y paralelo al de la contraceién. El proceso de la respi-
racion no suministra, por lo tanto, la energia necesaria para que
tenga lugar la contraecién del miseculo.

Durante mucho tiempo se creyé que la contraccién muscular
era debida a la produeccién de 4cido lietico derivado de la Glu-
cosa por desdoblamientos ya conocidos; y que esta formacién de
acido lactico era la determinante de la contraccién dicha en su
doble aspecto energético y plastico. Todo ello en medio anaero-
bio o anoxibiético. Discriminemos este supuesto. Efectivamente
se observa la aparicibn de una gran cantidad de 4cido lactico
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cuando el musculo trabaja durante mucho tiempo y, por tanto,
se contrae de modo exagerado; tan elevada es entonces esa can-
tidad que puede entonces dicho 4cido llegar a coagular los albu-
minoides musculares; la rigidez cadavérica puede explicarse por
esta causa. Cierto, también, que el 4Acido lictico se forma siem-
pre en el tejido muscular y es bien faeil caracterizar su pre-
sencia en &l. Igualmente exacto que puede proceder de la glu-
cosa por transformaciones diversas que ya estudiamos, todas ellas
anoxibiticas. Pero hemos probado anteriormente que esa proce-
dencia tiene lugar en diversos tejidos con exclusién del muscular;
en éste el Acido lactico no proviene de la Glucosa sino del Glu-
cogeno (véase antes Glucogenolisis), el cual puede transitoria-
mente desdoblarse en glucosa y ésta se fosforila enseguida origi-
nando ésteres fosféricos muy parecidos, pero no idénticos, a los
que se producen en la fermentacién de la tantas veces citada
Glucosa. Ademés, la energia producida en la formacién de 4cido
lactico a partir de glucbgeno, no es la que utiliza el misculo
para contraerse; por lo menos no es la principal fuente de ella.
La Glucogenolisis con formacién de 4cido lactico es un proceso
secundario que tiene lugar simultineamente con el de la contrae-
cién muscular. Pero ésta puede llevarse a eabo sin aquél y sin
glucogeno; si se intoxica el mdsculo con 4cido iodoacético (LiunDs-
GAARD), sigue contrayéndose en ausencia de acido lactico que ya
no puede producirse, pues el veneno dicho impide la ulterior trans-
formacién de los triosafosfatos que se producen al desdoblarse
los ésteres fosféricos de la glucosa y el proceso lacticogenético se
detiene, como ya vimos al explicar el esquema de MEYERHOF-
EMBDEN anteriormente. También se ha probado la econtraccién
muscular en animales de experiencia, a los cuales se les ha pri-
vado de casi todo el glucégeno y la glucosa de su tejido museular
mediante inyeeciones masivas de insulina (OcHoa).

Se ha observadd primeramente que la hidrolisis del Fosfé-
geno (Acido creatinfosférico o anilogo) acompafia siempre a la
contraceién muscular y que esa hidrolisis se produce con gran
desprendimiento de calor que puede ser la fuente de energia nece-
saria para dicha contraceién; pero la resintesis del Fosfiageno
cuya cantidad permanece constante normalmente en el mtisculo
necesita consumo de energia y ésta ha de venir de otro origen
que es la escision del adenil-pirofosfato en A4cido adenilico y
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dcido pirofosférico. Esta reaccién (I del esquema siguiente) des-
prende 24.000 calorias pequeflas por molécula gramo de cuerpo
hidrolizado o sean 170 calorias por gramo de acido fosférico libe-
rado; la misma cantidad es producida si dos moléculas del Acido
adenilpirofosférico (o adenosintrifosférico) actiian sobre el glu-
cégeno para originar acido adenilico (2 mol) y ester difosférico
(2 mol) (reaccién II del esquema). La existencia de acido fos-
férico libre durante la contraceién lo explica la reaccion I, asi
como la disminucién de volumen del misculo. La resintesis del
dcido adenilpirofosférico se hace a beneficio del fosfageno, el
cual actia con el acido adenilico producido en las reacciones I
y II y libera creatina (reaceién III); la energia necesaria para
esta reaccién es tomada de parte de la desprendida en las ante-
riores. La creatina se une mas tarde cuando el misculo esta en re-
poso, con el adenilpirofosfato para regenerar al Fosfigeno, en
reaccién reversible de la anterior (es la VII del segundo esque-
ma). Las reacciones siguientes (IV a VII) son ya conocidas por
nosotros porque expresan las transformaciones que va sufriendo
el hexosadifosfato hasta producir 4cido fosfopirivico, y las con-
signamos en el esquema de MEYErRHOF-EMBDEN de produccién de
acido laetico; lo mismo decimos de la VIII en la que se expresa
la defosforilacion del acido fosfopirtvico para regenerar el ade-
nilfosfato, el cual nuevamente actiia sobre el Glucégeno (reaccién
I igual a la IT); y las X, XTI y XII que explican la formr

de 4cido lactico. Cuando cesa la contraceién muscular existe un
sobrante de acido glicerofosférico (reaccion V) y de acido piri-
vico (excedente de la reaccion XII que pasa a la VII) en pro-
porciones equimoleculares; reaccionan entre si y producen la reac-
cion XIIT con liberacion de acido lactico, originado como se ve
en la fase de reposo del misculo; pero MEYERHOF y KIESSLING
han probado que esta reaccién es mucho méas lenta que la XI, es
decir, que el 4cido lactico se produce mucho més rapidamente
durante la contraceién del misculo que en el periodo de descanso
de éste.

En resumen, la verdadera reaccién eficiente para la contraec-
cién muscular es la hidrolisis del Fosfageno precedida de la del
4cido adenilpirofosférico que es la primera fuente de energia; la
intervencion de los Glicidos (Glucosa o Glucogeno) es la de re-
construir dichos compuestos fosforados a beneficio de los suce-
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sivos desdoblamientos que van experimentando dichos carbohi-
dratos y en los cuales (especialmente al producir acido lactico)
se desprende gran cantidad de calor. Todo el conjunto econsti-
tuye un sistema de reacciones acopladas y, por tanto, dificiles
de discernir; principalmente son la hidrolisis del Fosfacreno aco-
plada con la resintesis del &cido adenilpirofosférico; y.la trans-
formacién del Glucégeno en acido lactico acoplada.con la resin-
tesis del Fosfageno (miusculo en reposo). Lo _
Cuando el miisculo descansa la serie de reacciones que se
producen (siempre anaerobias) se condensan en el s‘e‘gu’nd(f)‘ es-
quema consignado méis adelante. Todas conocidas ya porque nos
ocupamos de ellas al tratar de los sistemas de fosforilaei6n;, tini-
camente debemos resaltar la VII que expresa la reconstrucecién
del Fosfageno a partir del acido adenilpirofosférico, ecomo ya an-
ticipamos; es la reaccion de LoEMANN en su forma reversible.
He aqui los esquemas a los cuales mos hemos: referido: tantas
veces. : el ¢ &

FASE DE CONTRACCION EN EL MUSCULO

I.—Adenilpirofosfato_sAcido adenilico}-2 PO, H;(4-24.000 calorias)
II—2 , ,, -+ GLUC6GENO—2 ,, ,, 2 Hexosadifosfato (4-24.000 cal)

I11.—2 Creatinofosfatot Acido adenilico—sAdenilpirofosfato42 Creatina
(—1.000 cal.)

IV.—2 Hexosadifosfato—2 Dioxicetonafosfato12 Gliceraldehidofosfato
(—=28.000 cai_,4-28.000 cal._).

V.—4 Triosafosfato—52 Acidofosfoglicérico—3-12 Aec. Glicerofosférico
(4-28.000 cal).

2 (O calorias).

VI.—2 Acido fosfoglicérico—3=2 Acido fosfoglicérico
VII.—2 Acido fosfoglicérico—2=2 Acido fosfopir(wico|(+O]calori:as).

VIIT.—2 Acido fosfopirGvico| Acido adenilico_2 Acido pirdvico4- Adenil
fosfato (—7.400 calorias)

IX.—Adenilpirofosférico} GLUCOGENO=TT.
X.—Hexosadifosfato=IV=2 Triosafosfato.
XI.—2 Triosafosfato42 Acido pirGvico_32 Aeido fosfoglicérico+2 Acipo
L&crico (-416.000 cal)
XII.—2 Aeido fosfoglicérico_5—=VII. :

XIIT.—2 Aec. Glicerofosférico4-2 Ac. pirz’lvico_)?- “Triosafosfato4-2'- ‘Acipo
- LAcrice (416.000.cal.)

Ferm.—15
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FASE DE REPOSO EN EL MUSCULO

—GLUCGGE\TO+PO4H3_>2 Hexosamonofosfato (4O calorias).

T2 He‘cosamonofosfat0+Ademlplrofosfato_)E Hexosadifosfato4 Acido
adenilico (4-24.000 cal).

IT1.—Como IV anterior.

‘IV.—4 Triosafosfatof4 Acido pirivico—s4 Acido fosfoglicéricotAcIpo

L&crico (4-32.000 eal.)
V.—Como VII anterior.

VI—Como VIII anterior.

VII—~Aden1]p1rofosfato+2 Creatina_52 Creatinofosfato{-Acido adenilico
(+1.000}cal.)
VIil.—Como VIII anterior.

En forma més simplificada y gréafica, ha establecido NEED-
HAM este otro, en el cual se aprecian claramente los diversos ci-
clos de reacciones que tienen lugar. El I es la reaccién VIII del
esquema anterior (fase de contraccién) que expresa la resintesis
del 4cido adenilpirofosférico a partir del fosfopirivico y el ade-
nilico. El IT es la reaccién VII que es reversible en combinacién
con la XI.

¥
GLUCOGENOLATP
|
(424.000 cal)

Hexosadifosfato+ AMP (Adenilico)

(—14.000 eal)

2 Triosafosfato-+2 Ac. PIRUVICO ¢——
(4-16.000 eal) Ciclo IT

2 ACIDO LACTICO+42 Ac. Fosfoglicérico

2 Ace. Fosfopiravieo-2AMP<

Ciclo 1. (—7.400 eal)

ESQUEMA DE NEEDHAM

La contraceién y la recuperacién musculares pueden también
tener lugar en medio aerobio o oxibiético. Entonces las prime-
ras materias pueden ser distintas o por lo menos transformadas
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y consumidas de modo distinto al que lo hacen en medio anaero-
bio. Los ésteres fosféricos de la Glucosa pueden retroceder a
Glucégeno durante el periodo de reposo del museulo, sobre todo
cuando éste fué excitado anteriormente con adrenalina o envene-
nado con acido iodoacético (Cori y otros). La resintesis del Fos-
fageno tiene lugar también en medio aerobio y durante la con-
traccién muscular, a expensas de la oxidacién de varias substan-
cias (piruvatos, succinatos, ete.), incluso las grasas, sin que se
acompafie de producecién simultdnea de acido léctico (GRIMLUD).
También MIiLLIKAN ha probado que una importante fuente de
energia para el proceso de contraccién muscular es el desdobla-
miento de la Oxihemoglobina del museulo con liberacién de su
oxigeno y formacion de Hemoglobina reducida. La wutilizacion
de los lipidos y proétidos en este proceso que consideramos no ha
podido establecerse por analisis directo de los tejidos pero nues-
tro Ocmoa ha demostrado que miusculos casi totalmente privados
de Carbohidratos pueden rendir un considerable trabajo, mucho
més intenso que el que dan con los citados Glicidos y sin que la
hidrolisis de los acidos creatino y adenosinfosféricos pueda apor-
tar la energia necesaria. Durante la contraccién muscular au-
menta la intensidad de los ecambios respiratorios y ésta dura
largo tiempo después del reposo, constituyendo lo que los ingleses
denominan ‘‘Deuda de oxigeno’’; estudiando el valor del cociente
respiratorio han podido deducir algunos autores que en un tra-
bajo prolongado la combustién del Glueégeno suministra sola-
mente el 1/17avo de la energia liberada siendo el resto suplido
por la combustion de grasas seguramente transformindose pri-
mero en Hidratos de Carbono.

Por otra parte se ha demostrado en animales de experiencia,
sostenidos en equilibrio nitrogenado, que el nitrégeno urinario
aumenta durante el trabajo muscular, lo cual hace suponer tam-
bién un aporte y consumo de Albuminoides, bien directo o bien
con previa transformacion en Hidratos de Carbono.

No es necesario hacer. constar que las interpretaciones que
hemos expuesto no satisfacen completamente y definitivamente a
nuestro espiritu; ni tan siquiera a los hechos de observacién y
de experiencia, tanto in vive como in vitro. Las investigaciones
sobre la Bioguimica del muisculo son de extraordinaria dificultad,
pues los fenémenos tienen lugar en décimas de segundo, las subs-
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tancias formadas transitoriamente se cuentan por miligramos y
su aislamiento ha podido hacerse gracias al empleo de venenos
diversos que detiene €l proceso en estadios determinados; ademas,
las experiencias se han llevado a cabo, primeramente sobre zumo
o jugo musecular, después sobre miusculos aislados de animales
piokolotermos (la rana principalmente) que se pueden mantener
sobrevivientes durante mucho tiempo sin que la sangre les aporte
materiales de reserva; observaciones y experiencias sobre muscu-
los de animales homeotermos nos faltan todavia y aunque las hu-
biera, siempre habria de discernirse sobre la variacién de compo-
sicién quimica, constante, de un musculo cualquiera y, distinta
(dentro de ciertos limites), del que esté proximo a él en el mismo
tejido.

El problema llama actualmente y de modo poderoso la’ aten-
cion de los investigadores de todo el mundo. El movimiento, pro-
piedad caracteristica de la vida animal, s¢ vincula a la actividad
del mtsculo, especialmente al de la fibra estriada; la produceién
de energia y de trabajo es también funcién del misculo. El sim-
ple enunciado de estos postulados evidencia su ‘importancia. El
estudio de los mecanismos bioquimicos que tienen lugar, es del
més elevado interés cientifico y practico.
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