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La degradacién quimica y enzimitica de nucledtidos ha side tralada pro-
fusamente ¢n la bibliografia. En estado sdlido hay una cierta degradacidn aue
se deseribié por K. BatLey (1) para la sal dibiriea del ATP; S. 5. MoRELL ¥
colaboradores (2) analizan la influencia de la temperatura en el caso de las
sales stdiea ¥ birica de nucledtidos. También se ha deserito por F. Hon (3)
una reagrupacion de moléculas de ATP, a la temperatura de 80° C, para dar
lugar a la formacion de tetrafosfatos.

En disolucion los estudios han sido mas extensos. Se pueden citar al res-
pecto los trabajos de 5. E. KErr (4), de L F. LELoar ¥ C. E. Carpint (5), L. B.
Naxwinca (6) en relacidn a la influencia de los cationes presentes, C. LIEBECG
¥ M. JacquEMoTTE-LOUIS (7) consideran los iones magnesio en la hidrolisis del
ATP a diversos valores de pH, W. T. BoweN ¥ colaboradores {8) realizan in-
vestigaviones andlogas en presencia de cloruros de cerio. lantano ¥ uracilo.

Los ealores ¥ entropias de activacién de la hidrolisis de fo:sfatos de adepu—
sina han side estudiados experimentalmente por 5. L. Fries (9) (10). quien
encuentra que la parte de adencsina de 1a molécula no confiere propiedades a
este respecto ¥a que el comportamiento hidrolitico es caracteristico de los poli-
fosfatos orginicos. Sin embargo, K. M. Bock (11) comenta los resultados obte-
nidos por FRiess ¥ al compararlos con los hallados por olros autores considera
la conveniencia de una revisidn experimental mas amplia.

Sep'in L. F. Lenoir v C. E. Canpixt (5) los fosfatos de pentosas son IMenos
estables que los ésteres de otros azicares ¥ resultan afectados en cuanio a :su
hidrolisizs por la naturaleza de los sustituyventes. Asi, dichos auteres indican
que aungue los ribdsidos de las purinas se hidrolizan en la misma cuantia, bajo
iguales condiciones, que los fosfalos de ribosa, los fosfatos de pirimidina son
mas estables,

Los fosfatos orgdnicos se han separado en dos grupos a efectos de su hi-
drolisiz (11), libiles como el ATP ¥ ADP, ¥ estables como los mononucleotidos
¥ algunos dinucleotidos. Segin A. M. Michelsom ¥ A, R. Toon (12) el adenosin-
monofosfato es hidralizado por fecido 01 N a 100° con valores de tif: (minu-
tas) = 1.050 ¥ k. 10! = 0,26. R. Carurro ¥ colaboradores (13) encueniran gue
en laz mizsmas condiciones anteriores el ATP es hidrolizade con 4/: (minu-
toz) = B ¥ k. 10° = 38, El dcido pirofosforico, segun R. Rosivson v M, G, Mac-
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Fancase (14) posee valores de hidrolisis con deide 1 N a 100° C gue son t./:
(minutos) = 12 ¥ k. 10* = 250.

Todos los trabajos consultados consignan la degradacion en condiclones extre-
mas de temperaturas, abordando el problema desde un punto de vista exclusiva-
mente cualitative. Azl T. TsuiimMoro ¥ T. Yamosa (13) estudian la einética de hi-
drolisis de ATP con CIH 2 N ¥ a 1iM® C, de acuerdo con loz siguientes Dasos:
ATP—# AMP — ADP — adenina + ribosa-S-fosfato -+ fosférico. A, Hock y
G. HusseR, estudian la degradacién a 100° C para varios valores de pll operandc
con ATP, ADE v AMP (16).

Como es sabido, sc ha venido considerando que la energia de un fozlato “rico
¢n energia” se encuenira adscrita a ciertos enlaces particulares P-O 4 P-N que re-
sultan rolos durante ¢l proceeso de hidrolisis. Sin embargo se sabe aclualmente
que la magnitud de la energia libre de hidrolisis, AF’, depende de otros muchos
factores estructurales, como son la resonancia de oposicion (diferencia enire la
energia de resonancia del fosfato rico en energia ¥ la suma de las energias de
resonancia de sus fragmentos constitutives), la encrgia de interaceion electrosti-
tica, el tautomerismo ceto-enol de los productos de hidrolisis ¥ la energia libre de
ignizacion de dichos productos resultantes (17),

ANALISIS CROMATOGRAFICO CUALITATIVO DE LOS PRODUCTOS DE
HIDROLISIS

El estudio cualitative de los productos formados en la degradacion hidroli-
tica de los fosfatos de adenosina se ha realizade por cromatografia en papel. Las
muestras tomadas a diferentes tiempos se aplicaron en la forma habitual sobre
1as tiras de papel Whatman n® 1 ¥ se desarrollaron por la técnica de doble desa-
rrollo en sentido opuesto, ¢l primero con fosfato disddico al 5 %. alcohol isoami-
lico a saluracion mutus, segin C, E. CARTER (19), ¥ el segundo con propanol-amo-
nizco-agua (6:3:1), segin R BERGVIST ¥ A. DEUTScH {20). A los productos proce-
dentes de la hidrolisis del AMP se les dio solamente el primer desarrollo, Los pro-
ductos de hidrolisis en cada caso se identificaron por comparacion de los valores
de su Rf v los correspondientes a patrones sometidos a igual desarrollo

TABLA 1
Ry
_Patrdn Problema
Adenina 042 0,42
Adenosina 0.39 No aparece
AMP 0,76 0,78
ADP 0,84 0.84

ATP 0,29 0.89
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ESTUDIO CUANTITATIVO DE LOS PRODUCTOS DE HIDROLISIS

El estudio de la hidrolisis de los nucledtidos ensayados se ha efectuado en
medip acuoso con acide triclorcacético, en distintas condiciones de temperatura
¥ concentracion de dcide. La razén de haber escogido el dcido tricloroactélico o5
triba en el hecho de gue diche dcido se emplea como desproteinizante en los ex-
tractos de tejidos cuyo contenido en nucledtidos es objeto de determinacion, ade-
mas de que. segin =e ha podido comprobar en experiencias personales que no se
incluyen en esta comunicacién, referido dcide no afecta desfavorablemente a la
separacién eromatogrifica en columna de cambio iGnico; ademas es un Acido
fuerte iddneo para la degradacion auimica.

La separacion cuantitativa de los productos se ha hecho conforme a la téc-
nica de W. E. Coux (21), (22), (23), (24) y Coun y C. E. CanteEr (235) modificada
por nosotros. Se emplea Amberlita CG-400 en su forma cloruro, realizindose la
elucion con disolucion 0,003 M de CINH: {adeninal, Dizolucidn 0,003 M de CIH
(AMP), dizolucion 002 M de CiNa en CIH 0.1 M (ADP) ¥ finalmente disolu-
cion 0.2 M de CiNa en CIH 0,01 M (ATP). Puesto aue el dcido tricloroacético
impide la retencién cuantitativa del AMP, el liguide de elucibn correspondiente
a éste se incorpora al liquido problema tras su primer pasoc por la columna. La
retencion en particular del ADP no es completa a8 menos gue la dizoluciin ori-
ginal tenga pH superior a 11. El tricloroacético interflere la wvaloracion espectro-
fotométrica de los eluidos ¥ es necesario utilizar una columna per la gque ¢
pasza disolueidn de tricloroacético de la misma coneentracion que la empleada en
la hidrolisiz. al objeto de wvalerse de estos eluidos como blancos en la wvaloracidn
cspectrofolometrica.

ESTUDIO DE LA CINETICA DE HIDROLISLS

Seguidamente ¢ consignan los resultados de la hidroliziz del ATP en iri-
cloroacetico 1/3 M, a distintas temperaturas: expresando los resultados en ex-
tinciones Gpticas a la longitud de onda de 260 mu.

TABLA 2
¥ 1A ~ Hidrolisizs de ATFP en tricloroacético 1/3 M, a m:riis__lfnf.-pifq;w{:r:; =
t = 60° C

t (minutos) 5 105 isasaly 40 80 160 20 500
A+ M 0030 0040 0070 0135 0205 0410 0650 0765
D 0.110 0,140 0230 0365 0460 0500 0265  0.155
T 0,835 0,705 0,605 0440 0210 0,085 0030 0035
t = 55° C

t (minutos) 5 (e el Tl 80 160 360 540
A+ M 0004 0015 0035 0082 0132 0263 0512 0710
D 0068 0,106 0,174 0323 0470 0580 0435 0305
T 0910 0859 0770 0576 0378  0.37 0030 0030
t = 50 C

t(minutos) 5 10 20 e s dlhy et Bliiesiec] S0l SRS 320 e ST
A+ M 0020 0025 0028 0044 0069 0147 0285 0343

D 0,035 0,051 0,088 0,171 10,300 0,435 0,472 0,363
e 0,756 0,724 0,643 0,562 0,446 0,254 0,088 0,040
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Tt = 45 C

t (minutos) 5 10 20 40 &0 160 320 510
A+ M 0,011 0,011 0018 0026 0045 0096 0,153 0241
D 0043 0053 0086 01?9 0214 0350 0485 0483
T 0765 0695 0695 20646 0505 0,395 0,195 0,083
t = 400 C

t (minutos)_ 32 £ 115 270 400 510
A+ M 0079 0044 0041 0,120 0,022 0,169
D 0,080 0,169 1,216 0,341 0,443 0475
T 0683 0628 0386 0388 0280 0212

Los resultados recogidos en estas tablas se han reprosgentado on la grafiea
de la figura 1, que es tipica de un proceso de reacciones sucesivas de primer
orden,

Los resultados obtenidos a partic del ADP, paralelos a los anteriores. son
los siguientes (con tridoroacético 1/2 M),

TABLA 3
Hidrolisis de ADFP en tricloroacético 1/2 M. a varias lemperatiiras

t = 60° C

t_(minutos) 5 R e g 1 80 160 30 510
A 4+ M 0,186 0,233 0,342 0,437 0,594 (1,875 1,094 1.174
D 1040 0954 0850 0765 0,633 0373 0102 0,033
t = 55 C

t_{minutos) 10 20 40 &0 130 180 310 5%
A+ M 0,170 0,187 0,299 0,336 0,458 521 0, GRG 0,845
!]-_ l].‘iflil_ 0,721 'I}EFBS l}.EEIE__ ﬂiﬂﬂ_ D385 __I:JI,:E;!_E_ __ 0095
t= 50 C

t (minutos) 15 _d 45 (1] G0 210 4511

A+ M 0,175 0,211 0,248 0,259 0.297 01,503 0,570

D 0850 0830 0810 0782 0737 0601 0362

t = 45 C .
i (minutos) 30 60 9 120 180 305 420 540
A+ M 0,140 0,176 0,190 0211 0270 372 0,482 0,528
D 0,746 I.I.'?-Iﬁ_ - 0,700 06638 0,616 01,546 443 0,389
.= 400 C

t (minutos) 30 G 50 120 180 305 : 420 540
A+ M 0170 0,198 0,217 0,206 0,166 0,208 0,404 0,466
D _ 0790 0775 0748 0748 0722 0,685 0625 0,607

Por un método andlogo a los anteriores se ha estudiado o paso AMP —p Ade-
nina + ribosa-5-fasfalo, encontrindose los siguientes resultados {con tricloroa-
cetico 1/2 M),
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TABLA 4
Hidrolisis de AMP en tricloroacético 1/2 M. a varigs femperaluras
t = 600 C b= ) e =y

t (minuos) 60 120 300 365 420 2 480

A 0,085 0,120 0,260 0,350 1,220 0.380

M 0850 0800 0.740 0,640 0595  0.560

L= 65 C

it (minutos) 40 90 140 280 190 480

A 0,090 0,175 0,250 0,415 0.=7 0,570

M 0815 0730 0640 0480 0400 0,315

t = T* C

t = (minutos) 40 S0 140 280 90 480 5
A 0,145 0.260 0,350 0,580 0670 (. G0

M ___ 0760 0615 0535 0360 0275 0230 b3
i =178 C

t _iminulas_]_l__ .4 %0 140 23!1_ 290 G810 i

A 0160 0,295 0420 0,590 0570 (h 6RO

M 0635 0465 0365 0195 0195 0080

A partir de los datos de las tablas 2, 3 ¥ 4, ¥ medianie aplicacién de la ecua-
cion de Arrhenius, ce ha comprobado oue existe linealidad entre los valores de
log k ¥ 1/T, (figuras 2, 3 ¥ 4). Los valores de la energia de activacion, Ea, v los
de factor de frecuencia, A. se han determinado por los métodos grificos, de los
promedios ¥ de los minimos cuadrados.

TABLA 5
Variacion de k y de t1/2 con la temperatura

(ATP en iricloroacético 1/3 M)

T = K) Add 328 323 318 413

kimin-'). 10?7 17.8 11.5 6.8 42 25

Energia de activacidn = Ea = 205 keal/mol 20,500
E = 0,048.10" e BT

Factor de frecuencia = A = 0,048, 10® min-*
(ADF en f{ricloroacético 1/2 M)

T (* K) 333 328 323 318 313 -

kimin-1) 106* 62 4,1 2.0 1.2 0.5 _

Energia de activacion = Ea = 26,3 keal/mol 26,300
k=217 108 e RT

Factor de frecuencia = A = 21,7.10% min-!
(AMPF en tricloroacético 1/2 M}

T {(*EK) 333 338 344 348
kimin-1) 107 0.9 18 el o 4.3 ; i
Energia de activacién = Ea = 25.0 kcal-mal 25000

k=2310" e RTKk
Factor de frecuencia = A = 2.3 . 10" min-'
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Al phjeto de conocer la influencia de Ia concentracion de fdcido sobre el valor
de la velocidad especifica e han realizado las experiencias que se resumen €n
las siguientes tablas:

TABLA 6

Voriacion de Il concentracidn de productos con la concentracion de dcido

= 60" C]"ATP Tricloroacético 1/2 M :
tiempo (min) 5 | o] 3 40 160 320 410 500
A+ M 0044 0,054 0,110 0,167 0,590 1,545 09138 0970
D 0,125 0,196 0,320 0,480 0402 (L15T 0,072 0034
T 0890 0800 0600 0385 0073 0052 0040 0040
(t = 60° C) ATP___ Tricloroacético 1/4 M __ .
t. (minutos) 20 40 Gl 90 120 150 235.
A 0,025 0,045 1,080 0,105 0,140 ﬁ.l-m 0,160
M 0,035 0055 0,085 0,115 0160 0,220 0,330
D 0,180 0,310 0,405 0,515 0,515 (1,480 0,440
T 0,710 0.530 0,400 0,215 0,135 (K080 0,020
it = 80" CJ ATP Tricloroacético 1/5 M
t (minutos) 20 40 60 a0 120 150 285 3
A 0,025 0,040 0,065 0,085 01,095 0,120 0, LG0
il | 0,035 0,040 0,065 0,080 0,110 0,160 0,210
D 0,180 0,245 0,325 0,385 1,425 (1,420 0,300
T 0580 0440 0,365 0230 0,135 0195 0035

En esta experiencia anterior se han determinado, a diferencia de las ante-

riores. las concentraciones de adenoczina ¥ adenosin-monofosfalo independiente-
mente. de acuerdo con la téenica expuesta al principio de esla parte experimental.

TABLA T
Variacion de la concentracion de productos con la concentracion de deido

= i C) ADP Tricloracético 1/3 M
t. (minutos) 5 10 20 AR 0 TE P o BRCTEGD
A+ M 0,185 0,219 0,253 0,333 0475 0,637 0,935 1.138
D. 1000 0997 09890 0919 0765 0550 0208 0140
{t = 60° C) ADP Tricloroacético 1/4 M.
1 (minulos) 20 40 HO 140 305 420 495
A4+ M 0,200 0,260 0,360 0,455 0. 790 1880 0,540
D 0,850 0.810 0,710 0, 55!.' 0,210 0,200 0.155
it = 60") ADP ']‘rlclumnmtlm l,-"E M T CE
t (minutos) 20 10 80 140 303 420 AD51 ot
A+ M 0.165 0.210 0,270 0 375 0.590 0.720 0740
D 0,725 0,690 0,630 0,545 0,305 0,250 1,101
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TABLA 8
Varigcion de la concentracién de productos con la concentracion de dacido
{t = 60 C) AMP Tricloroacético 1/3 M pi - Y
t. (minutos) 0 120 195 330 430 550

A 0065 00985 0165 0270 0290 0390
M 0850 0820 0800 0680 0640 0620 i
(t=600C) AMP  Tricloroacético 1/4 M, o !
t (minutos) 45 80 150 215 335 540
A 0005 0016 0055 0080 0140 0225
M ____ 0650 0650 0650 0585 0550 0,480
{t = 60 C) AMP Tricloroacético 1/5 I\'I i
t. (minutos) 70 120 195 330 420 550
A 0055 0080 0,30 0180 0210 0,300
M 0890 0890 0870 0755 0735 0720
TABLA 9

Variacion de la constante de velocidad especificn con la concentracion del dcido

ATP it = 60"

Concentracion TCA (moles/1) 0,50 0,33 0.25 0,20
k x 100 27.3 178 175 14.1
ADP t = &0

Concentracion TCA (moles/1) 0,50 0,33 0,25 (h,20
k x 10° 623 400 3J8 265
AMP it = 60°

Concentracion TCA (moles/1) 0,501 0,33 0,25 0,20
kEx 10° 0,93 0.74 0,68 0,60

Estos resultados se han llevado a las graficas de las figuras 5.6 ¥ 7.

RESUMEN Y DISCUSION

El estudio de la hidrolisis de ATF hasta adenina, en medio acido ¥ en distin-
tas condiciones de concenfraciom ¥ i{emperatura, realizado en este trabajo con
auxilio de la cromatografia de cambie ionico nos ha permitido seguir cada uno
de los pasos de la reaccion:

ATF —» ADP —#» AMP—® adenina

lo que s¢ ha comprobado por el hecho de que eslos cuatro producios se encuen-
tran eén log hidrolizados analizados, no hallindose manchas de adenosina en los
cromatogramas sobre papel (tabla 1),

La velocidad de hidrolisis de In reaccidn global se ha estudiado siguiendo por
separado cada paso, utilizando sucesivamenie, como sustancia de partida, cada
uno de los productos gue se originan en la reaccion ¥ midiendo la velocidad con
que disminuye su concentracion,
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La representacion de los valores de los logaritmos de las extinciones del pro-
duecto inieial a diferentes tiempos, frente a estos Gltimos, suministra lineas rec-
tas en todos los casos. For otra parte de la griafica 1. correspondiente a los datos
de la tabla 2, se aprecia oue los sucesivos perindos de semitransformacion son
constantes. lo que demuestira como todos los pasos son de primer orden. Se trata,
puez, de cuatro reacciones sucesivas de primer orden, ninguna de las cuales es re-
versible. El tratamiento tedrico de dichas reacciones prevé una represeniacion
grifica totalmente andloga a la mencionada.

Se ha_encontrado, como cabia esperar, una dependencia de la velocidad es-
pecifica con la temperatura que zigue la ecuacion de Arrhenivs, lo cual puede
observarse en la tabla 5, ¥ en las graficas 2. 3 ¥ 4, correspondientes, A partir de
dichas graficas s¢ han delerminade las energias de activacidn y factor de fre-
cuencia, para cada paso.

Asimismo s¢ ha estudiado la influencia de la concentracidn de fcido, encon-
trandose una correspondencia lineal, lo eual indica que la reaccidon es cataliza-
da por ¢l dcide (Tablas 6, 7 v 8 v grificas 5, 6 v 7).

5i se toma como referencia la reaccion en tricloroacitico 1/M, las constantes
de velocidad de hidrelisis de ATP, ADP v AMP sé¢ encucntran en la relacion
siguiente ;

lka.TP_‘a -|"~.n'1'-__ s KAI!F__[__.
—_y, — = —j
Kape Kaup Koame

por lo que mientras que. en estas condiciones, ¢l ATP necesita solamente 25 mi-
nutos para reducir la concentracion inicial a la mitad, ¢l ADP lo hace en 112
minutos ¥ el AMP en 750. Puede observarze oue la velocidad de reaceidn ez més
reducida para eada easo conforme menos radicales fosforicos havy unidos a la
adenosina.

En otras condiciones varian las relaciones mencionadas va que las energias
de activacion son diferentes para cada uno de los nucledtidos enzavados,
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