


s u m a r y

1. - The first stages ef a nev preparation method ef potato apyrase
are deecribed*

2. - The enzima obtained compares vell with other preparations of
apyrase described ln the literature*

3. *. a simple criterion for the evulustión of yield and purificatioa
is proposed.
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Extractos de papa son capaces de hidrolizar el ATP y ADP ha -�

ta AMP y ortofosfato*. Numerosos estudios han sido efectuados con el fin�

de caracterizar y purificar la o las enzimas responsables de tal activi

dad* (l) (2) (3) (A) (5) (� )* Se ha convenido en denominar “ apirasa" a�

este sistema con dos actividades enzimíticas para diferenciarlo de las�

ATBasas que no atacan el ADP* (1)* la apirasa ha sido usada al igual que�

estas últimas» como reactivo analítico*

Se ha llegado a la conclusión de que la hidrólisis del ATP por�

la apirasa ocurre en dos etapas (� ) (� )*

Al estudiarse en este laboratorio la relación entre la veloci

dad de reacción y la concentración de la enzima» no fuó posible obtener�

una función lineal» lo que está de acuerdo con los datos de Krishnan (� )»�

cuyo mótodo de preparación fuó el que seguimos en primera instancia* Esto�

hizo pensar que podía tratarse de una mezcla de enzimas o que la prepara

ción pudiera contener un inhibidor*

A partir de un extracto con actividad apirásica» es posible ob

tener dos tipos de apirasaa con diferentes propiedades cinóticas* Molnar�

y Lorand (5) las denominan A y B y opinan que óstas corresponderían res

pectivamente a la apirasa soluble e insoluble descritas por Krishnan*

���	���������
I I I

ATP i adenosintrifosfato| ADP i adenoaindifosfatof AMP t adenosinmono-�
fosfatoj P-P t pirofosfatof, Pi t H� PO�  � TRIS t tri (hidroximetll) a-�
ndnometanoi ATífcsa t adenoslntrifosfatasa.
FCA = Acido perclóricoi Q«e* * actividad específica*
U = Unidades de actividad enzimática*





3

0�����������������������������<� ������������������������������  

��� �������� ����������������������������������������������� - 2!<� �����������,

��������� ������ �������������������� ���������������� ����������� �������6���  

���7�6� ����������<� ��� ����������������������� ��������� ��������������������  

���� ���������'�(� 7 �' )(��������������������������	

)������� ��������������������<� ��������� �������������������������

Va . N � � � � 	 .  . . . .
��������O������������ ����������������������������������������������������,

������ �<� �������������������<� 7 ���������������������������������������  

�������	

%����������������������4���� � ��������� ��������� ������������������  

������� ���������������<� ��4���������������������4���� ��������������<����  

� ��������� ���������������������������������� ����������������� ��4�������  

�����������������������E�������� ����� � �������������� ���������������<� ����  

4�������� ���������������������������<�����������<� ������������������������� L f
�����������������	

%����;����������������� �����;����������������������������������  

����������������������� �������������� 1 ' 2 � �������<� ��������������7�������,

��������������������;��������������������������	

m m á h j �* � � � � � 	

0�����������������������7��������;�<� ��4����������������� � ������,

��������������������������������	� �����P��������� ��������� ��������������  

������ ����� �� 2?�� � � � � � � � ' 1

%��'�(<� ')(� 7 �'*(��������������0�����B��������B�	� %��'*(������,

����� �������� �����������)���&��� � �������������������������������������  

� � � �  � � � � � 	 � - 8!	� %������������������������� ������� ����������#����	

*��������8�����	� 9�� �������� ���������������� �.MQB<� ���� ��������������������  

���������4���������������������������� ����������� �������� ����4������� ����  

������M<����M<.���������������' �(�����������	� ��������������������������,

��������������� ����������������������� ����������������� ����������� �� 0*1 

��G�9	� 9������������� ��� ������������������������� ����������� 0<00266



Ca 0,005M y Buffer bus so Inato pH6.0 6»10M* la reacción se detiene al a- 
gregar 3 ni de ¿oido tricloroaeótico frió al 4 ��  Posteriormente se de

termina Pi en el volumen total por el método de Fiske y SubbaBow (9)*

A menos que se indique expresamente un nucleÓtido usado como sustrato 

es el ATP*

Las proteínas fueron determinadas per el mé

todo de Biuret (10) o por determinación espeotrofotomótrica a 280 y 260�

ijfc*

Actividad PlrofBfatósioa* Fuá determinada en ausencia de ión Ca en el 

medio de reacción, para evitar la precipitación del pirofosfato de cal

cio* Las otras condiciones son iguales a las descritas para los nucleó- 

tidos (12)•

Ifeüdaá deJ&fllaa y Actlvida<OBi*>cffica. La unidad de actividad enzimá- 

tica (U) se define como la cantidad de ésta que produce la liberación de 

1 micromol de Pi en un minuto en el medio de incubación a 3CP* La acti

vidad específica (a*e.) está expresada en unidades de enzlma/mg de pro

teínas*

A menos que se indique expresamente, las diversas manipulacio

nes se efectuaron entre 0-2°C,

ETAPA 1» EXTRACTO

A.- Jfcaparaylfti dgl E y t ^ t g

La etapa de extracción se estudió usando diversas soluciones 

acuosas. Una cantidad de papas se homogeniza en una juguera durante 1 mi

nuto* la pasta resultante es después extraída durante 5 min*, con agita

ción lenta» con 1 volumen de las soluciones que se indican en la Tabla N°1 

Después de este tiempo, el líquido resultante es filtrado por compresión 

en tela* El filtrado se clarifica por centrifugación a 13*000 g por 20 min 

A 0° y se ensaya*
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El precipitado 40-66^ obtenido se redisuelve en agua hasta una concentra» 

ci<5n de 12 - 15 mg. de proteínas/ml y se ensaya*

ETAPA 4_t_ .QAUMTAMIEMIO DE LA EHZIMft EM SULFATO DE AMDHIO.

La enzima obtenida en la etapa 3 se sometió a un fraccionamien

to con sulfato de amonio en caliente* Con este objeto, la enzima se llevó 

a diferentes concentraciones con solución saturada de sulfato de amr>r>jft a 

pH 6,8, pH que resultó ser el óptimo, y se calentó a 55° por diferentes 

tiempos* Se observó que un calentamiento de 1 minuto daba los mejores re

sultados* Despuós de este tiempo se centrifugó a 13*000 g* a 0° y el pre

cipitado fuó redisuelto en agua para ensayarlo ( a de Tabla N° 6)* El so- 

brenadante obtenido del calentamiento es ahora llevado a un 80 % de satu

ración con solución saturada de sulfato de amonio a pH 6,8* Se deja repo

sar 1 hora a 0o y el precipitado que se obtiene ®  centrifugado a 25*000 g 

por 10 minutos a 0® y redisuelto en agua para ensayarlo* (£ de Tabla N° éj

Para cada concentración de sulfato de amonio se hizo un estudio 

comparativo sin calentamiento* Los resultados de este experimento se des

criben en la Tabla N° 6.

TABU N° 6

Calentamiento de la enzima por 1 minuto a 55° a diferentes concentraciones 
de sulfato de amonio*

La enzima proviene de la Etqpa 3 con a*e* = 4 . 9 1  U. 1QQ %

(a) Precipitado
Sin calentar

Calentado

ib) Sobrenadante
Sin calentar

Calentado

Como puede observarse,el sobrenadante que resulta del calenta

miento a 50 % de saturación con sulfato de amonio, permite obtener una en

zima 2,5 veces mis purificada que la de la etapa anterior* Gran parte de la
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Despuós se fraccionó entre otros límites de concentración de 

alcohol, manteniendo la temperatura de precipitación en 0°C (Tabla 10).

TA B U  M° 10

Concentración
________________ Etanol (yol» %) U» Totales j* U. Totales a.e. Purif.

Enzima Etapa 4 2.070 100 64

0 - 20 i 45 2

20 - 35 % 0 0 0 0

35 - 65 % 960 46 215 3.2

6 $ - 7 0  % 0 0 0 0

Como la enzima proveniente de la etapa 4 contiene pequeñas can

tidades de sulfato de amonio, lo que dificulta en la repróducibilidad en la 

precipitación con alcohol, se efectuó otro fraccionamiento en el cual la en

zima se dializó previamente durante 15 minutos en agua con flujo constante. 

Algo de actividad se pierde por diálisis. Los resultados se describen en la 

Tabla N° 11.

TABU N° 11

Fraccionamiento con Etanol

Concentración
Etanol (sol. %) U. Totales % U. Totales Purif.

Enzima Etapa 4 440 100 42 •»

0 - 29 % 21 5 45 1,07

29 - 47 % 65 15 316. 7,5

47 - 64 % 0 0 0 -

Como puede observarse en la Tabla N° 11,< la fracción 29-47 % eta

nol se obtiene una enzima de alta pureza, pero se presenta el problema del bajo 

rendimiento que se obtiene. En este trabajo se ha preferido presentar como eta

pa 5 a la correspondiente al fraccionamiento descrito en la Tabla N° 10, aunque 

en este se obtiene una encima cuya pureza es menor a la descrita en la Tabla N°

11. Esto es analizado con más detalle en el punto Discusión.
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Pueda concluirse que el método de preparación de apirasa de papa 

descrito en el presente trabajo se puede comparar favorablemente con las demás 

preparaciones descritas en la literatura, hasta donde es posible hacerlo con 

loa escasos datos que dan los diversos autores* Como se han agotado hasta aho

ra solamente dos procedimientos, la precipitación con ácido y el fraccionamien

to con sulfato de amonio, se puede suponer que será posible aumentar bastante 

más la actividad específica de nuestra preparación* Por otra parte, el alto pro

ducto de purificación de las etapas descritas, comparable a etapas más avanzadas 

de otras preparaciones enzimáticas, asegura que nuestro procedimiento es adecua

do al fin propuesto, es decir, la obtención de una enzima altamente purificada 

para ser usada en cantidades estequeomótricas*

E ¿ U H E fi

1*- Se describen las primeras etapas de un método de purificación de apira sa de 

papa*

2. - las etapas (Extracción, precipitación en ácido, precipitación con sulfato

de amonio y fraccionamiento con alcohol) se analizan en detalle*

3. - la engjma obtenida se puede comparar favorablemente con la apirasa de otras

preparaciones descritas en la literatura.

4*- Se propone un nuevo criterio para evaluar rendimiento y purificación de una 

determinada etapa*

NOTA i
Este trabajo ha sido parcialmente financiado por la subvención 

RGt 5631-C3 del Servicio de Salud Pública de los Estados Unidos y por el 
Proyecto de Investigaciones, Ley 11*57$ de la Universidad de Chile*
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