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The purified preparations obtained on treating chicken liver homogenates by a
process of thermic denaturation at 75° C and subsequent precipitation with ammonium
sulphate (40-60 % saturation) contains jointly LDH and XDH at a degree of purifi
cation relative to the original homogenate of 15.5 and 24 times respectively.

The separation of both enzymes from the above purified preparations is achieved
by a chromatographic adsorption with DEAE-cellulose. We obtain a XDH concen
trated 65.5 times and an extract of LDH, the specific activity of which is 51 times
greater than that of the supernatant proceeding from the original homogenate.

The chromatrographic preparations of XDH and LDH show electrophoretically
a number of bands much inferior to that of the original homogenates (7 proteic
bands); in the XDH the number of bands is two while for the preparation of LDH
there can be detected three proteic bands, the most intense corresponding to the LDH,
according to observation on developing the pherograms with the specificic dehydroge
nase developer.

The real Kra of the chicken liver XDH as determined in our preparation are:
Km(xanthine) = 1.30 X 10-3 M (saturanting concentration NAD) and Km(NAD) =
2.85 X 10-3 M (saturanting concentration xanthine). The real constants for the pyru-
vate-LDH-NADH system are: Km(pyruvate) = 4.87 X 10~3 M (saturanting concentra
tion NADH) and Km(NADH) = 1.09 X 10-3 M (saturanting concentration pyruvate).
The stated values are in accordance with those determined for XDH and LDH on
utilizing homogenates of chicken liver gland.

La relation existente entre el funciona-
lismo de la xantindeshidrogenasa y la lac
ticodeshidrogenasa hepaticas de polio pue-
de ponerse de manitiesto si se considera
que la actuation de ambas deshidrogena-
sas puede acoplarse in vitro a traves de
sus transportadores electronicos (6). El po-
der disponer de los enzimas de proccden-

s

cia hepatica mencionados anteriormente,
en gran estado de pureza. nos ha inducido
al estudio de su separation.

La determination del mecanismo de ac
tion de ambos enzimas puros. libres de
otros sistemas enzimaticos que pueden
condicionar su actividad, presenta gran
interes al objeto de comparar los resulta- 
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dos obtenidos por otros autores (6, 8) uti-
lizando homogeneizados crudos y prepa
rados enzimdticos parcialmente purifica-
dos que contienen ambos enzimas.

En la bibliografia se encuentran nume-
rosos estudios de purificacion de ambos
enzimas, pero no se dispone de un meto-
do de separacion y purificacion de lactico-
deshidrogenasa y xantindeshidrogenasa
procedentes del mismo organo. Unicamen-
te Landon y Carter (11), al purificar la
xantindeshidrogenasa de rinon de ave, des-
criben un metodo adecuado para la elimi-
nacion de la lacticodeshidrogenasa pero
no intentan su recuperation.

La purificacion de lacticodeshidrogena
sa de musculo de buey y de corazon de
polio ha sido lograda, entre otros por
Pesce et al. (13) y Bailey y Wilson (2),
trabajando con musculo e higado de
trucha.

La obtencion de purificados de xantin
deshidrogenasa ha sido descrita por diver-
sos autores: Corran (5), a partir de hi-
gados de suido; Richert (16), operando
con higado de cerdo y de rata; Kielley
(10), utilizando higado de ternera y de
rata; Carrasco (4), con homogeneizados
de glandula hepatica humana y de cerdo,
y Avis et al. (1), en el caso de la xantin-
oxidasa de la leche.

Remy et al. (15), emplcando tecnicas
que incluyen la desnaturalizacion ter
mica, el tratamiento con ezimas proteo-
liticos, la action del pH y la precipi
tation selectiva con sulfato amonico, lo-
graron purificar la xantindeshidrogenasa
de higado de polio cerca de 400 veces;
sin embargo, nosotros hemos observado
que dichos purificados contienen una gran
proporcion de lacticodeshidrogenasa acom-
panante.

En nuestro trabajo obtcnemos, a par
tir de higado de polio, preparados que
contienen ambos enzimas en alto grado
de purcza, para lo cual hemos adopta-
do un metodo analogo al utilizado por
Remy (1<>c. cit.), pero evitando los trata-
mientos desnaturalizantes prolongados. Ha 

constituido objeto principal de nuestro tra
bajo la aportacion de un metodo que per-
mite obtener, por separado, los enzimas
lacticodeshidrogenasa y xantindeshidroge
nasa presentes en los purificados hepati-
cos de polio. La tecnica seguida se basa
en la adsorcion cromatografica sobre resi-
nas de DEAE-celulosa del producto par
cialmente purificado y elution controlada
de ambos enzimas mediante tampon fos-
fatos (pH = 7,4) de concentration cre-
ciente.

Finalmente, hemos determinado para
los sistemas xantina-xantindeshidrogena-
sa-NAD y piruvato-lacticodeshidrogenasa-
NADH, las constantes cineticas de Mi-
chaelis-Menten reales para cada sustrato
operando a concentration saturante del
sustrato que se mantiene constante. Los
valores hallados nos han permitido esta-
blecer una relation con las constantes es-
tablecidas para dichos enzimas cuando ac-
tuan en homogeneizados o en preparados
parcialmente purificados que contienen
ambos sistemas enzimaticos.

Material y metodos

Los enzimas objeto de purificacion pro-
ceden de higados de polio, con los cuales
se obtuvieron los homogeneizados de la
glandula.

En las determinaciones de actividad se
han empleado como sustratos xanlina
(Merck) y piruvato sodico (Schuchardt)
y como aceptores electronicos NAD y
NADH (Boehringer).

Las separaciones cromatograficas se efec-
tuaron mediante DEAE-celulosa (What
man DE 23). Las electroforesis se reali-
zaron sobre tiras de poliacetato de celulo-
sa «Celogel» (Chemetron).

Concent raciones proteicas. El estable-
cimiento de las concentraciones de prolei-
na de los eluidos cromatograficos. se de-
termino midiendo la extincion de las diso-
luciones a 280 nm en un espectrofotome-
tro Beckman DU y multiplicando el valor 



cromatografi'a de lxd y xdh 215

de la densidad optica por un factor carac-
teristico de cada proteina. En el caso de
la xantindeshidrogenasa el factor de con
version es igual a 0,44 mg/ml D.O. (3) y
para la lacticodeshidrogenasa 0,79 mg/ml
D.O. (9).

Actividad xantindeshidrogenasa. Las
determinaciones de la actividad xantindes
hidrogenasa se llevaron a cabo por me
dicion espectrofotometrica, a pH = 7,4
(tampon fosfatos 0,05 M) de las velocida-
des iniciales de reaction, calculando a
340 nm el incremento de densidad optica
debido a la reduction del NAD. En los
ensayos rutinarios efectuados a 25° C la
concentration de xantina fue de 1 X
10~4 M y la del aceptor electronic© NAD
de 1 X 10-3 M, concentraciones escogidas
por no provocar inhibition por sustrato.

La concentration de enzima que se ha
utilizado permite obtener una variation
rectilinea de densidad optica durante tres
minutos de la reaction como minimo.

Actividad lacticodeshidrogenasa. Las
velocidades iniciales de reaction para el
si s te m a piruvato-lacticodeshidrogenasa-
NADH se determinaron espectrofotome-
tricamente (Beckman DU) midiendo a
340 nm el descenso de la densidad optica
debida a la transformation del NADH.
Exceptuando los ensayos en que se estu-
dia la variation de la actividad enzimatica
en funcion de la concentration de los sus-
tratos, las concentraciones de piruvato y
de NADH en la cubeta espectrofotometri
ca fueron de 1,8 X ICT4 M y 4 X 10~5 M,
respectivamente. Las experiencias se efec-
tuaron a 25° C en un medio tamponado
de pH = 7,4 (fosfatos 0,05 M).

Revelado de los ferogramas. Las elcc-
troforesis se han practicado sobre tiras de
celogel, depositando mediante una micro-
pipeta de 5 a 10 pl que contienen unas
500 y de proteina y se deja actuar la co-
rricnte durante cuatro horas a 140 voltios.

Tanto para las electroforesis de lactico

deshidrogenasa como de xantindeshidro
genasa se ha utilizado el revelador general
de proteinas Ponceau-S, exponiendo las
tiras al mismo durante cinco minutos. Se-
guidamente se decoloran en dcido acetico
al 5 %, se deshidratan durante treinta mi
nutos en metanol puro y, finalmente, se
transparentan en un bano formado por
metanol-dcido acetico-glicerina (87:12:1
en volumen) durante un minuto, seguido
de calefaction entre 50-60° C hasta lograr
su total transparencia.

En el caso de la lacticodeshidrogenasa
se ha utilizado el reactivo especifico for
mado por 1 ml de lactato sodico 1 M,
NAD (10 mg), 3 mg de sal de tetrazolio
(MTT), 0,3 mg de metasulfato de fenazi-
na y 4,3 ml de agua destilada.

La tecnica a seguir para el revelado
consiste en el vertido, mediante un dise-
minador volumetrico, de 50 pl del reve
lador en 3 6 4 veces. Se introducen las
tiras en una camara humeda a 37° C y se
deja incubar durante 20-30 minutos. Se-
guidamente, se fija la tira en un bano de
formaldehido al 5 % (2-3 min), se trans
parentan en un bano de acido acetico-
agua-glicerina (30:69:1) y se calientan a
70° C durante 5 minutos hasta su total
transparencia.

Resultados

Obtencion de purificados de xantindes
hidrogenasa y lacticodeshidrogenasa por
tratamiento tennico y precipitation frac-
cionada con sulfato amonico. El homo-
geneizado de partida se prepara a partir
de 500 gramos de higados frescos, que se
trituran en un homogeneizador adecuado
con ayuda de 1/2 volumen de tampon
fosfato 0,05 M de pH 7.4 a 4’ C. a cuya
tcmperatura se practicaron todas las ope-
raciones subsiguientes. salvo indication en
contra. Se vierten sobre el homogeneizado
a continuation, y con agitation constante,
dos volumenes del mismo tampon, que se
ha calentado previamente a 75° C.

Una vez se ha alcanzado la temperatu- 
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ra de 56° C se mantiene el conjunto en un
termostato, regulado a dicha temperatura,
durante media hora, mientras se continua
la agitacion mecanica vigorosa. Se trans-
fiere el conjunto a continuation a un bano
que contiene una mezcla frigorifica y se
enfria rapidamente a 2° C. Por ultimo se
centrifuga a 5.000 r.p.m. durante 15 mi-
nutos a 0° C en una centrifuga refrigerada
Beckman, MSE.

Se obtiene un sobrenandante transpa-
rente de color rojo que por adicion lenta,
y con agitacion constante, de sulfato amo-
nico solido se lleva a un 60 % de satura
tion (39 g sal/100 ml extracto). Se man
tiene el conjunto con suave agitacion du
rante una hora a 0° C y se recoge el
precipitado obtenido por centrifugation a
5.000 r.p.m. durante 30 minutos. Se di-
suelve el precipitado en cinco volumenes
de agua y adicionandose sulfato amonico
hasta alcanzar el 35 % de saturation
(20,9 g sal/100 ml de extracto), el precipi
tado formado se separa por centrifugation
y se desecha. Por nueva adicion de sulfato
amonico (16,4 g/100 ml) al sobrenadante
se alcanza la saturation final del 60%;
se deja en reposo durante una hora a 0° C
y se recoge el precipitado por centrifuga
tion en las condiciones descritas.

Los datos correspondientes a las distin-
tas fases del procedimiento de purification
de la lacticodeshidrogenasa y de la xantin-
deshidrogenasa se resumen en la tabla I.

De la observation de los datos experi-
mentales se pone de manifiesto que el
proceso de purification adoptado conduce
a un preparado final enriquecido en am
bos enzimas; el grado de pureza obtenido
ha sido de 24 voces para la xantindeshi-
drogenasa y de 15,5 veces en el caso de la
lacticodeshidrogenasa.

Dcbc observarse que el rendimiento de
la operation (37 % para la xantindeshi-
drogenasa y 24 % para la lacticodeshidro
genasa) puede considerarse bajo, posible-
mente debido a la introduction del trata-
miento termico a 75'' C. Con objeto de
determinar la estabilidad de ambos enzi-

Fig. 1. Estabilidad termica de la xantindes-
hidrogenasa hepatica de polio.

mas frente a la temperatura, se realizaron
experiencias en las que se mantuvo el ho-
mogeneizado durante intervalos diversos
a distintas temperaturas, determinandose
seguidamente las actividades LDH y XDH
(figura 1). La maxima estabilidad corres-
ponde al intervalo de temperaturas entre
los 30 y 40° C, independientemente del
tiempo que el enzima haya estado someti-
do a dichas temperaturas. Asimismo, es
importante subrayar que a partir de los
50° C se hace patente una disminucion
considerable de la actividad de la XDH.
Estos hechos estan de acuerdo con los des-
critos por Plummer y Wilkinson para la
lacticodeshidrogenasa procedente de higa-
do y corazon humano (14).

Teniendo en cuenta estos resultados se
intentaron diversas modificaciones en el
metodo de purification anteriormente des-
crito, con objeto de, sin disminuir de
modo apreciable el grado de purification,
mejorar sensiblemente el rendimiento glo
bal del proceso.

En vista del efecto desfavorable que
sobre la actividad XDH ejerce el trata-
miento termico a 75° C, procedimos a sus-
tituirlo introduciendo el tratamiento de los
homogeneizados con acido acetico 0,1 M,
llevandolos hasta pH 5, que se ha reve-
lado como muy eficaz para conseguir la
elimination de una buena proporcion de
protcina inacliva. El que con solo cste tra-
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tamiento no se consiguiese una mejora re-
levante en el grado de purification, nos ha
sugerido el complementarlo con un trata-
miento termico pero a temperatura infe
rior a la de 75° C previamente utilizada.

Los mejores resultados se han consegui-
do por aplicacion de la tecnica que a con
tinuation se describe: A homogenados he-
paticos obtenidos segun se ha descrito
previamente, se les adiciono acido aceti-
co 0,1 M, con agitation constante hasta
alcanzar el pH de 5. El precipitado pro-
teico separado se elimina por centrifuga
tion a 5.000 r.p.m. durante 30 minutos.
El sobrenadante se mezcla con dos volu-
menes de tampon, previamente calentado
a 56° C, y se mantiene el conjunto a esta
temperatura durante 10 minutos, enfrian-
dose a continuation rapidamente hasta al
canzar la temperatura de 4° C. Se centri-
fuga nuevamente a 5.000 r.p.m. durante
20 minutos y se desecha el precipitado.
Finalmente, el sobrenadante se fracciona
con sulfato amonico entre el 40 y 60 % de
saturation (tabla II).

Los resultados obtenidos indican que la
supresion del tratamiento termico a 75° C
conduce a una mejora sustancial del ren-
dimiento de la operation, independiente-
mente del metodo preparative empleado,
pero al mismo tiempo el grado de purifi
cation alcanzado es, en todos los casos,
sustancialmente inferior.

Tabla II. Purification de xantindeshidrogena-
sa hepatica de polio.

Proceso
Grado de

purifi-
cacion

Rendi-
miento

Tratamiento a pH 5 y frac
cionamiento con 8.8 48
(NHJ.SO, (40-60 %)

Tratamiento a 56 ' C y frac
cionamiento con 6.1 50
(NHJ.SO, (40-60 %)

Tratamiento a 56° C y pH 5.
Fraccionamiento con 15 80
(NHJ.SCh (40-60 %)

Separation cromatografica de xantin-
deshidrogenasa y lacticodeshidrogenasa
presentes en los preparados hepdticos de
polio, pardalmente purificados. La sepa
ration de ambos enzimas se ha logrado
empleando la resina cationica DEAE-ce-
lulosa, de acuerdo con la tecnica que se
describe a continuation:

Seis gramos del purificado de xantin-
deshidrogenasa hepatica obtenido por tra
tamiento termico a 75° C y subsiguiente
fraccionamiento con sulfato amonico se
disuelven en tampon fosfato 0,001 M de
pH 7,4 y se dializa frente al citado tam
pon durante 24 horas. El dializado se cen-
trifuga a 5.000 r.p.m. durante 10 minutos
a 4° C y el sobrenadante se adsorbio en
una columna de 50 X 2,5 centimetros que
contema la resina DEAE-celulosa previa
mente equilibrada con tampon de fosfatos
0,001 M de pH 7,4. Se comenzo la elucion
con 400 ml del mismo tampon, recogiendo
fracciones de 5 ml mediante un colector
Fractomat Y-3. La velocidad de elucion
fue de 0.5 ml/minuto. Las fracciones ob-
tenidas contienen toda la actividad lacti-
codeshidrogenasica. Cuando se observe la
ausencia de proteina en los eluidos, se
prosiguio la elucion con un gradiente de
concentraciones salinas conseguido al mez-
clar gradualmente 400 ml del tampon fos
fato 0,001 M de pH 7,4 con 200 ml de
tampon fosfato 0,1 M del mismo pH, con
lo cual se consigue recoger las fracciones
que contenian la xantindesliidrogenasa.

Los resultados de la cromatografia apa-
recen en la figura 2; de su observation
puede deducirse que con dicha tecnica se
logra la separation casi cuantitativa de la
xantindeshidrogenasa y la lacticodeshidro-
genasa. En efecto, las fracciones 9-16 co-
rresponden a un maximo de proteina en
donde se localiza la mayor parte de la ac
tividad lacticodeshidrogenasa, libre de ac
tividad xantindeshidrogenasa. Por otra
parte, la mayor proporcion de xantindes
hidrogenasa sc encuentra concentrada en
tre las fracciones 40-65, siendo practica- 
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mente despreciable la actividad lacticodes-
hidrogenasa acompanante.

Las fracciones que presentaban los va-
lores mdximos de actividad enzimatica se
reunieron y se precipitaron nuevamente
con sulfato amonico hasta un 60 % de sa
turation (47,2 g sal/100 ml disolucion).
Se obtuvieron asi, 2,45 g de lacticodeshi-
drogenasa y 0,95 g de xantindeshidroge-
nasa.

En la tabla III se comparan las activida-
des especificas halladas para los purifica-
dos cromatograficos con respecto a los del
homogeneizado inicial y del purificado
partial a un 60 % de saturation con sul
fato amonico.

Electro for esis de los preparados purifi-
cados. En el proceso de purification de
ambos enzimas se ha seguido sometiendo
las distintas fracciones del proceso a elec-
troforesis analitica sobre celogel en tarn-

HUHCfiO at HIACOOWS

Fig. 2. Separation cromatografica de xantin-
deshidrogenasa y lacticodeshidrogenasa de hi-

gado de polio a 4° C.

pon fosfato 0,05 M, pH 7,4, durante cua-
tro horas; los electrogramas del homoge
neizado inicial revelados con Ponceau-S
muestran una gran complejidad, aprecian-
dose la existencia de siete bandas bien de-
finidas, mientras que en el producto par-
cialmente purificado, se observa la desa-
paricion total de las bandas mas proximas
al origen y una intensification de dos de
las bandas centrales. Finalmente, en los
electrogramas (fig. 3) de los precipitados
obtenidos al llevar al 60 % de saturation
en sulfato amonico las fracciones croma-
tograficas correspondientes a la lacticodes
hidrogenasa y la xantindeshidrogenasa,
solo aparecen tres bandas definidas en el
precipitado de lacticodeshidrogenasa y dos
bandas en el purificado de xantindeshidro
genasa, al utilizar el revelador general de
proteinas Ponceau-S. Cuando se utiliza el
reactivo especifico de lacticodeshidrogena-
sa (vease Material y Metodos) aparece
una unica banda que coincide con la de
mayor intensidad y mayor velocidad de
emigration detectada con el revelador ge
neral de proteinas.

Determination de las constantes de Mi-
chaelis-Menten del sistema xantina-xantin-
deshidrogenasa-NAD. La xantindeshidro
genasa es inliibida por exceso de su sus-
trato xantina cuando sus concentraciones
son superiores a 1 X IO-4 M (7), traba-
jando con una concentration saturante del
aceptor electronico NAD de 1,2 X10-3 M.

Puesto que la reaction catalizada por la
xantindeshidrogenasa hepatica de polio

Tabla HI. Actividades especificas y grado de purification de la LDX y XDH en las distintas
fases de separation cromatografica.

Proceso

Lacticodeshidrogenasa Xantindeshidrogenasa

Actividad
especitica

Grado de
purificacion

Actividad
especihca

Grado de
purificacion

Homogeneizado inicial 0,89 0.0058 - --

Purificado parcial 13,80 15,5 0,139 24,0
Purificado cromatografico 45,57 51.2 0,38 65,5
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Fig. 3. Electrogramas de LDH y XDH purifi-
cadas sobre DEAE-celulosa.

De izquierda a derccha: LDH con revelador
especilico, LDH con revelador rojo Ponceau

y XDH con revelador rojo Ponceau.

precisa el empleo de dos sustratos, la xan-
tina y el NAD, la determination de las
constantes de Michaelis-Menten reales
para cada uno de los sustratos, debe efec-
tuarse en presencia de una concentracion
saturante y constante del otro sustrato.

d) Determinacion de Km(xantina).

El preparado enzimatico procede de la
precipitation al 60 % de saturation en
sulfato amonico de los purificados croma-
tograficos. La concentracion del cnziraa
fue de 2.4 X 10-1 U/ml: las concentra-
cioncs variables de xantina estuvieron 

comprendidas entre 4 X 10~5 M y 1 X
10-'1 M, y las determinaciones se efectua-
ron con dos concentraciones distintas de
NAD (1 X IO-3 My 1,33 X IO’3 M).

La representation de los resultados se-
gun la ecuacion de Lineweaver-Burk (12)
aparece en la figura 4a. El valor de
KIU(xantina) es igual a 1,30 X IO-5 M.
Puede observarse que la concentracion de
NAD empleada es, efectivamente, la con
centracion saturante puesto que la Km no
varia al aumentar la de NAD.

b) Determinacion de Km(NAD).

De modo analogo, para hallar la
Kin(NAD), se han determinado las veloci-
dades iniciales de formation de NADH
para diferentes concentraciones del acep-
tor electronico NAD (comprendidas entre
0,67 X 10-1 M y 4 X 10~4 M) y dos con
centraciones distintas de xantina saturante
(1 X 10-1 M y 3 X 10"4M).

Los resultados obtenidos operando con
un purificado de xantindeshidrogenasa de
concentracion 2,5 X 10-1 U/ml, se expre-
san mediante graficas 1/v frente a 1/(S),
que aparecen en la figura 4b. El valor de
Kin(NAD) = 2,85 X IO’5 M para ambas
concentraciones de xantina.

Determinacion de las constantes de Mi
chaelis-Menten del sistema piruvato-lacli-

Fig. 4. Determinacion de la Km para el sistema xantina-XDH-NAD.
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codeshidrogenasa-NADH. La hcticodes-
hidrogenasa hepatica de polio precisa del
concurso de dos sustratos, el piruvato y el
NADH para su actividad enzimatica. En
consecuencia, la determination de las
constantes cineticas reales del sistema para
ambos sustratos debe practicarse en pre-
sencia de una concentracion saturante y
constante del otro sustrato; dichas concen-
traciones saturantes de piruvato y NADH
para el sistema piruvato-lacticodeshidro-
gcnasa-NADH son 3 X IO-'1M y 1 X
IO-4 M, respectivamente, cuando se traba-
ja con homogenados hcpaticos de po
lio (6).

a) Determinacion de Kni(piruvato).

Las expericncias se han realizado em-
pleando un preparado cromatografico de
lacticodeshidrogenasa que contiene 1.35 X
10-1 U/ml. Las velocidades iniciales se
han determinado para concentraciones va
riables de piruvato comprendidas entre
1,8 X 10~5 M y 9 X 10-5 M y con dos
concentraciones distintas de NADH (7 X
IO"5 M y 1 X 10-' M).

La representation de los valores de 1/v
frente a 1 /(S), indicada cn la figura 5a.
nos pone de manifiesto que cl valor de
4.87X1()-‘M hallado para la K„,(piru
vato) permanece constante al aumentar la
concentracion del aceptor electronico

NADH. Asimismo, cuando se emplean
purificados de lacticodeshidrogenasa en
lugar de homogeneizados, la concentra
cion saturante de NADH puede situarse
por debajo de la hallada para los homo-
gencizados.

b) Determinacion de Km(NADH).
El estudio se ha realizado para dos con

centraciones distintas y saturantes de pi
ruvato (3 X 10"1 M y 5 X 10“' M), deter-
minando en cada caso las velocidades ini
ciales de transformation del NADH, para
distintas concentraciones de NADH com
prendidas entre 2 X 10“5 M y 7 X 10“5 M.
La disolucion enzimatica contenia 1,35 X
It)-1 U/ml.

Expresados los resultados segun la ecua-
cion de Lineweaver-Burk se obtiene la fi
gura 5b. El valor de la constante cinetica
para concentraciones saturantes de piru
vato es igual a K, (NADH) = 1.09 X
1 ()“•’’ M.

Discusion

En los purificados de xantindeshidroge-
nasa hepatica de polio, obtenidos por no-
sotros siguiendo las tecnicas de purifica
tion dcscritas por Rimy (loc. cit.) \ adop-
tadas por Carrasoo (loc. cit.), se pone
de manifiesto la elevada actividad lacti
codeshidrogenasa presente en los mismos.

El intento de lograr la separation de 
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ambos enzimas nos ha conducido a diver-
sas modificaciones de dicho metodo con
objeto de lograr preparados de ambos en
zimas con un rendimiento elevado. Las
variantes introducidas: tales como la su-
presion del tratamiento termico a 75° C,
la precipitation de las nucleoproteinas por
tratamiento con acido acetico a pH 5 y la
elimination de proteinas termolabiles a
temperaturas inferiores a la consignada,
aunque nos han permitido lograr una me-
jora sustancial de los rendimientos, no han
permitido en ningun caso obtener los en
zimas por separado y el grado de purifi
cation es sustancialmente inferior.

Este hecho pone de manifiesto que la
obtencion de preparados enzimaticos alta-
mente purificados obliga a tratamientos
termicos a temperaturas elevadas a pesar
de que estas acciones desnaturalizantes
ocasionan considerables perdidas de ren
dimiento en las proteinas enzim&ticas.

La separation de ]a xantindeshidroge-
nasa y la lacticodeshidrogenasa a partir
de purificados de ambos enzimas se ha lo-
grado cuantitativamente mediante adsor-
cion cromatografica selectiva con DEAE-
celulosa. Mediante el empleo de esta tec-
nica se ha logrado purificar la xantindes-
hidrogcnasa unas 65,5 veces y la lactico-
dcshidrogenasa unas 51 veces.

Los electrogramas de las fracciones pu-
rificadas de xantindeshidrogenasa y lacti
codeshidrogenasa, que nos permiten seguir
el proceso de purification, ponen de mani-
fiesto la elimination de la mayor parte de
las proteinas extranas, aunque en ningun
caso se ha podido lograr un producto elec-
troforeticamente homogeneo.

La similitud de valorcs hallados de las
constantes de Michaclis-Menten para am
bos sistemas enzimaticos puros con res-
pccto a los obtenidos con homogencizados
de la glandula hepatica, permiten la ca-
racterizacion de ambos enzimas e indican
que su comportamiento es independicnte
de si acluan aislados o cn presencia de
otros sistemas enzimaticos prcsentes en la
dandula hepatica original.

Resumen

Los purificados obtenidos al tratar los ho-
mogeneizados hep&ticos de polio por un pro
ceso de desnaturalizacion tSrmica a 75° C y
posterior precipitation fraccionada con sulfato
am6nico (40-60 % de saturacidn), contienen
conjuntamente LDH y XDH con un grado de
purification relative al homogeneizado de par-
tida de 15,5 y 24 veces, respectivamente.

La separation de ambos enzimas de los pu
rificados anteriores se consigue por cromatogra-
fia con DEAE-celulosa; obteniendose un pre-
parado de XDH concentrado 65,5 veces y un
extracto de LDH cuya actividad especifica es
51 veces superior respecto al sobrenadante
procedente del homogeneizado de partida.

Los preparados cromatogr^ficos de XDH y
LDH muestran electroforeticamente un numero
de bandas muy inferior al de los homogeneiza-
dos iniciales (7 bandas proteicas); en la XDH
el ntimero de bandas es de 2, mientras que
para el preparado de LDH se detectan tres
bandas proteicas de la que la mSs intensa co-
rresponde al LDH segun se observa al revelar
los ferogramas con el revelador especifico de la
deshidrogenasa.

Las constantes de Michaelis-Menten reales de
la XDH hep&tica de polio determinadas en
nuestro preparado son: Km(xantina) = 1,30X
10“’ M (concentration saturante de NAD) y
Km(NAD) = 2,85 X 10“’ M (concentration sa
turante de xantina). Las constantes de Michae
lis-Menten reales para el sistema piruvato-LDH-
NADH son: Km(piruvato) = 4,87 X 10“’M
(concentracidn saturante de NADH) y Km
(NADH) = 1,09 X 10“’ M (concentration satu
rante de piruvato). Los citados valores concuer-
dan con los determinados para XDH y LDH
al utilizar homogeneizados de la glandula he
patica de polio.
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