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Se han aislade des enzimas de los tu-
bérculos de S, tuberosum, variedades Pim-
pernel y Desirée. Estas dos enzimas hidro-
lizan tanto ATP como ADP, pero a dife-
rentes velocidades.

Para usar e¢n la dltima etapa de purifi-
cacibn de £stas enzimas, s¢ sintetizd un
andlogo del sustrato (57 ATP), llamado
5' B4 metilen-trifosfatoe de  adenosina
(ATP fosfanato). Este compuesto no es hi-
drolizddo por las pirofosfohidrolasas, pues
tienen un enlace metileno en reemplazo
del enlace pirofosférico. Ademds, este
anilogo e¢s inhibidor competitivo de las
actividades. ATPasicas y ADPasicas dc la



pirofasfohidrolasa de variedad Pimpernel
o bien de la Desirée. ’

Este andlogo de ATP, se unido a una ma-
triz insoluble de polidextrano a través de
un brazo o espaciador de pentanodiamina.
La unién se cfeetud por la formacion de
una base de Schiff, entre el derivado
2" 3'=(ATP fosfonato) dialdehido, obtenido
previa oxidacion con metaperyodato sodico.
Posteriormente sc redujo la base de Schiff
con borohidruro de sodio.

Una preparacian parcialmente purificada
‘de esta enzima, fue adsorbida en una co-
lumna rellena con este material {ATPfosfo-
nato-pentanodiamino-agarosa). Luego se
cluyd selectivamente la enzima con un gra-
diente lineal de ATP, obrteniéndose una
purcza enzimatica de 97% . La determi-
nacion de purcza enzimitica estuvo basada
en la electroforesis en gel de poliacrilamida:
se obtuve una sola banda de proteinas;
también, se logro separar las otras proteinas
que impurifican a esta enzima. Entre ellas,
s¢ encontrd una acrividad exonucleasa que
es capaz de hidrolizar el enlace aff -piro-
fosforico del ATPfosfonato. Por esta razon,
después de usada esta columna, se observd
que tenia menos capacidad de adsorcion
para la pirofosfohidrolasa. Sin embargo,
por medio de este ligando inmovilizado
{ATP fosfonato-pentanodiamina-agarosal,
se logro purificar a2 homogeneidad tanto la
enzima de¢ la variedad Pimpernel como
Desirée. Siempre que estas preparaciones
enzimarticas estén libres de exonucleasas.,



Bl azul de Cibacrdn, F3 GA, se conocc
como un colorante que interactiia en el
sitio de unidn enzima-substrato, especial-
mente de quinasas y dehidrogenasas. En
¢l caso de la apirasa o pirofosfohidrolasa,
este colorante actia comoe un buen inhibi-
dor {(Ki= 14uM) para la actividad ATPasa.

Por e¢sta razon, se inmovilizé covalente-
mente azul de Cibacrdn a una matriz de
polidextrano, para luego adsorber una pre-
paracion de apirasa. La enzima se eluye
mediante un gradiente lineal solamente de
fucza ionica (1,8 Mde KCI) o bien a alta
fuerza ionica con un gradiente lineal de
2 ]

De esta columna, la enzima celuye un
83% pura. Creemos que si se desea obtener
una apirasa pura, se debe usar primero
una columna de Azul de Cibaeron, antes de
b columna de ATP fosfonato. Esta idea
derivh «del Fecho que las preparaciones
mas impuras de apirass o pirofosfohidro-
fnsa tuvicron una cantidad de exonucleasa
que deterioraron {por hidrolisis) el ligando
ATPE [ostonato.

Las enzimas altamente purificadas, obte-
nidas por estos métodos de preparacion
o bicn por otros no descritos en este tra-
bajo, pierden Ja mitad de su actividad
un periodo de 60 dias. Este hecho aln no
esclarecido  se  abordara posteriormente.




