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Electrophoresis at pH 7.4, on cellulose polyacetate strips, and specific staining, show
the occurrence of two molecular forms of the mitochondrial and soluble isozymes
from chicken liver aspartate aminotransferase.

The optimum pH of the cytoplasmic enzyme with L-aspartate and a-ketoglutarate
as substrats is approximately 7, while the mitochondrial one is practically unaffected
in the interval 6-8.

The kinetic reactional mechanism is of ping-pong bi-bi type for both enzymes, as
confirmed by the method of Garces-Cleland, and their inhibitions by excess of the
substratos L-aspartate and a-Ketoglutarate
proposed mechanism.

La lanzadera del malato-aspartato cons
tituye un mecanismo reversible de trans
porte de equivalentes de reducción a tra
vés de la membrana mitocondrial interna.
La capacidad reductora del NADH cito-
plasmático penetra, mediante este siste
ma, en la mitocondria en forma de L-ma-
lato, produciéndose de nuevo el NADH
que es utilizado por la cadena respira
toria (1).

Por el contrario, los equivalentes de re
ducción generados en la degradación oxi- 

* Becario del Ministerio de Educación y
Ciencia.

are competitive, in accordance with the

dativa de los ácidos grasos pueden trans
portarse al citoplasma para ser empleados
en la gluconeogénesis (13).

Esta lanzadera reversible transcurre con
el concurso de los isoenzimas mitocon
drial y citoplasmático de la malato-des-
hidrogenasa (E.C.: 1.1.1.37) y de la glu-
tamato-oxalacetato transaminasa (E.C.:
2.6.1.1).

En el proceso citado ambos enzimas
actúan secuencialmente en la mitocondria
y en el citoplasma; es de esperar, por
tanto, que existan entre ellos estrechas
relaciones. Recientemente (2, 5) se ha des
crito la posible formación de complejos
tanto entre los dos enzimas mitocondria- 
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Ies como entre los dos citoplasmáticos.
El objeto de este trabajo es el estudio

de las características electroforéticas y ci
néticas de las formas mitocondrial y cito-
plasmática de la glutamato-oxalacetato
transaminasa de hígado de pollo. Su co
nocimiento puede permitir relacionarlos
con los correspondientes isoenzimas de la
malato-deshidrogenasa, cuyas característi
cas ya han sido determinadas (3).

Material y métodos

Los enzimas se obtienen por homoge-
neización en un Potter-Elvejhem del teji
do hepático de pollo en un medio iso-
tónico de sacarosa 0,25 M, a 4o C. Las
fracciones mitocondrial y soluble se sepa
ran por centrifugación diferencial, según
el método de Hogeboom et al. (11). La
ruptura completa de las mitocondrias se
provoca por suspensión en un medio de
tampón de fosfato sódico 100 mM de
pH 7,4. 90 min, a 4C C. El isoenzima mi
tocondrial y el presente en la fracción
citoplasmática se obtienen llevando las di
soluciones respectivas al 80 % de satura
ción en (NH4),SO4. El precipitado enzi-
mático de ambas procedencias así obte
nido se conserva congelado a —20° C.
Los diversos experimentos se efectúan
con el preparado dializado frente a tam
pón de fosfato sódico 100 mM de pH 7,4,
durante 24 h a 4° C.

Los reactivos empleados son L-asparta-
tc y a-oxoglutarato (Merck), NADH,
NAD:' y malato-deshidrogenasa (Boeh-
ringer). albúmina bovina, polivinilpirroli-
dona y fosfato de piridoxal (Sigma) y
cloru-o de 6-benzamido-4-mctoxi-m-tolui-
dina diazonio (Koch-Light).

La determinación de la actividad glu
tamato-oxalacetato transaminasa se lleva
a cabo según el método de Karmen (12)
utilizando [NADH] ~ 0.1 mM y malato-
deshidrogenasa 1.76 U/ml. en un espec-
trofotómetro Beckman, modelo 25, por
medida de los decrcmentos de absorban-
cía a A — 340 nm. en cubetas de 3 mi y 

1 cm de paso de luz. a 30°C±0,l°C.
Las experiencias cinéticas se han efectua
do, generalmente, utilizando tampón de
fosfato sódico 100 mM de pH 7,4.

Las electroforcsis sobre soporte de po-
liacetato de celulosa (cellogel) se efec
túan en medio de tampón de fosfato só
dico 50 mM. pH 7.4, durante 2 h, con
una diferencia de potencia' de 200 volts.

La actividad del enzima se pone de ma
nifiesto con el revelador específico de De
cker y Rau (8) (tampón de fosfato sódi
co 100 mM de pH 7,4, L-aspartato 34 mM,
a-oxoglutarato 7 mM. 10 //.g/ml de fosfato
de piridoxal, 1,2 mg/ml de albúmina bo
vina. 75 mg/ml de polivinilpirrolidona y
5 mg/ml de cloruro de 6-benzamido-4-
metoxi-m-toluidina diazonio).

El análisis de los datos cinéticos se efec
túa por los métodos propuestos por Ci i-
land (6) y Florini-Vestí.ing (9) y las
inhibiciones por exceso de sustrato del en
zima de ambas procedencias por el mé
todo de Dalziel (7).

Resultados

Electroforesis de las fracciones citoplas
mática y mitocondrial. El revelado espe
cífico de los ferogramas correspondientes
a las fracciones indicadas pone de mani
fiesto la existencia de 2 bandas con movi
lidad anódica a pH 7,4 (fig. 1) tanto en la
glutamato-oxalacetato transaminasa solu-
ble como en la mitocondrial. Aunque la
movi'idad de las bandas es análoga en el
enzima de ambas procedencias, sus inten
sidades relativas son marcadamente dife
rentes. Así, en el enzima citoplasmático
la banda más móvil es la que presenta ma
yor intensidad, mientras que en el mito
condrial predomina, aparentemente, la
menos móvil. En la electroforesis de los
preparados parcialmente purificados de
ambos enzimas se obtienen resultados
análogos.

Determinación del pH óptimo. El pH
óptimo de actuación de los dos enzimas 
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presentes en los homogcneizados de híga
do de pollo se determina en un medio de
tampón de fosfato sódico 100 mM, en el
margen de pH 5,5-8. La concentración de

Fig. 1. Formas moleculares de la glutamato
oxalacetato transaminasa de hígado de pollo.

A) Enzima soluble. B) enzima mitocondrial.

ambos substratos es 5 mM con el enzima
mitocondrial y con el soluble 2 mM y
20 mM en a-oxoglutarato y L-aspartato,
respectivamente. El enzima mitocondrial
muestra una amplia meseta que abarca
todo el intervalo de pH ensayado, mien
tras que la glutamato-oxalacetato trans
aminasa soluble presenta un máximo de
actividad a pH comprendido entre 6,8 y
7,1; en la zona ácida el decremento de
actividad es muy acusado.

Cinética con L-aspartato y tt-oxogluía-
rato como sustratos. En la determina
ción de las velocidades iniciales, la repre
sentación doble recíproca de v vs. [S], pro
porciona rectas paralelas con el enzima
citoplasmático (fig. 2); con el mitocon
drial, en análogas condiciones y en un
margen de concentraciones 2-20 mM de
ambos sustratos, se obtiene el mismo re
sultado.

Los valores de los parámetros cinéticos
reales, determinados por el método de
Florini-Vf.stling (loe. cit.) aparecen en
la tabla I.

AI objeto de dilucidar si la obtención
de rectas paralelas en la representación
doble recíproca (fig. 2) corresponde a un

10’7/[L-AsparUto]mM1/[«-Oxoglutarato]mM

Fig. 2. Velocidades iniciales de reacción del sistema L-aspartato-Glutamato oxalacetato
oxalacetato transaminasa soluble-^-oxoglutarato.

A) [L-aspartato] mM, de arriba a abajo: 2,22; 4,44; 6,67 y 13,33. B) [a-oxoglutarato] mM, de
arriba a abajo: 0,33; 0,5; 0,67; 1,33 y 2,5.
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Tabla I. Parámetros cinéticos reales y cons
tantes de Inhibición de la glutamato oxalace-

tato transaminasa.
Constantes

(mM)
Enzima

mitocondrial
Enzima

citoplasmático

Km (L-Asp) 0,41 1,63
Km (a-Ceto) 1,23 0,21
K> (L-Asp) 25,00 426,00
Kt (a-Ceto) 4,50 24,70

mecanismo secuencial con el punto de in
tersección muy alejado del eje de orde
nadas (Kab muy pequeño) o es de tipo
«ping-pong», se ha determinado la varia
ción de las velocidades iniciales al variar
la concentración de L-aspartato y mante
nerse constante la relación de las concen
traciones de L-aspartato y a-oxoglutarato.
La ecuación general de un mecanismo
«ping-pong» (6) se transforma, en el caso
de la glutamato-oxalacetato transamina
sa, en

1 _ / Kasp /3Kceto \ 1 1
v ~ \“v“ V / [asp] "v 

donde = [L-Asp]/[a-Oxo]. Por tanto, la
representación de 1/v frente a 1/[L-Asp]
para diversos valores de /3 debe originar
líneas rectas cuya intersección tenga lu

gar sobre el eje de ordenadas (10). En
efecto, esto es lo que ocurre tanto para el
isoenzima mitocondrial (fig. 3) como para
el citoplasmático, confirmando que el me-

Fig. 3. Velocidades iniciales de reacción a
distintos valores de f3 (enzima mitocondrial).
A) ([L-asp]/[a-oxo]) de arriba a abajo: 3,33;
1,67; 1,11 y 0,83. B) Representación secundaria
de las pendientes de las rectas obtenidas en la

figura 3 A frente a los valores de /?.

Fig. 4. Inhibición por v-oxoglutarato del sistema L-aspartato-Glutamato oxalacetato tran
saminasa mitocondrial-n-oxoglutarato.

A) [L-aspartato] mM, de arriba a abajo: 0,8; 1,6; 3,2; 5,6 y 8. B) [a-oxoglutarato] mM, de
arriba a abajo: 90; 75; 60 y 30.
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canismo de actuación de ambas glutama-
to-oxalacetato transaminasas es de tipo
«ping-pong». La representación de las
pendientes de las rectas obtenidas frente
a /? ha permitido el cálculo de las cons
tantes cinéticas reales, que concuerdan
con las que aparecen en la tabla I.

Inhibición por exceso de los sustratos.
La glutamato-oxalacetato transaminasa
mitocondrial es inhibida por exceso de
a-oxoglutarato (fig. 4) y por exceso de
L-aspartato (200-560 mM); en ambos ca
sos la inhibición es de tipo competitivo.
El enzima citoplasmático también expe
rimenta inhibición por exceso de L-aspar
tato (160-520 mM) y de a-oxoglutarato
(4-68 mM), siendo igualmente de tipo
competitivo. Los valores de las constan
tes de inhibición determinados por el mé
todo de Dalziel (loe. cit.) aparecen en la
tabla I.

Discusión

La actividad glutamato-oxalacetato
transaminasa está localizada fundamen
talmente en las fracciones soluble y mito
condrial de la célula. Mediante electrofo-
resis de los homogeneizados de ambas
procedencias se ha puesto de manifiesto la
existencia de dos formas moleculares en
ambos isoenzimas.

Con L-aspartato y a-oxoglutarato como
sustratos, la actividad del enzima citoplas
mático es máxima a pH^7 y muestra
un descenso de actividad apreciable en la
zona ácida, mientras que la actividad de
la glutamato oxalacetato transaminasa mi
tocondrial se mantiene prácticamente
constante en el intervalo de pH estudia
do, tal como se ha descrito para el enzi
ma de otros orígenes (4).

Tanto el isoenzima mitocondrial como
el citoplasmático adaptan su actuación a
un mecanismo general de reacción de tipo
«ping-pong», hecho que se pone de ma
nifiesto por la aparición de rectas parale
las en la representación doble recíproca 

de v vs. [S] y se confirma por el método de
Garcés-Cleland (10).

El enzima de ambas procedencias se in
hibe por exceso de los sustratos L-aspar
tato y a-oxoglutarato y la inhibición es de
carácter competitivo, en concordancia con
el tipo de mecanismo propuesto. Los va
lores de las constantes de inhibición son
menores para la glutamato-oxalacetato
transaminasa mitocondrial que para la ci-
toplasmática, y ello sugiere que en el cito
plasma se halla más favorecida la trans
formación de L-aspartato en oxalacetato
que en el interior de la mitocondria. Pu
dieran correlacionarse estos valores con
el hecho de que la malato-deshidrogenasa
citoplasmática es más eficiente en el paso
de oxalacetato a malato que su isoenzima
mitocondrial, que actúa preferentemente
en la oxidación del L-malato.

Resumen

Mediante electroforesis a pH 7,4, en tiras de
poliacetato de celulosa y revelado específico,
se pone de manifiesto la existencia de dos for
mas moleculares de los isoenzimas mitocondrial
y soluble de la aspartato aminotransferasa de
hígado de pollo.

El pH óptimo de actuación del enzima cito
plasmático con L-aspartato y a-oxoglutarato
como sustratos es aproximadamente 7, mien
tras que la actividad del mitocondrial no se
ve prácticamente afectada en el intervalo de
pH 6-8.

El mecanismo cinético de reacción es de tipo
«ping-pong» para ambos enzimas, confirmado
por el método de Garcés-Cleland, y sus inhibi
ciones por exceso de ambos sustratos L-aspar
tato y a-oxoglutarato son competitivas, de acuer
do con el mecanismo propuesto.
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