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IMPORTANCIA DE LA ENZIMOLOGIA
Y APLICACIONES DE LAS ENZIMAS

Sefilores académicos:

Con la sincera y noble inquietud de quien, si careea de méritos
que le avalen, tiene consciencia, no obstante, de la responsabilidad
inherente a la distincién cientifica de que se le hace objeto inicio
yo Ja lectura de mi discurso de ingreso en esta docta Corporacién.

Sean, pues, mis primeras palabras expresion reverente de gra-
titud a quienes me han elegido, e invocacién 'de su &nimo para oir
y 'enjuiciar mi modesta labor, en la cual no ha de buscarse la expo-
sicibn impresionante y cautivadora de nuevos descubrimientos, sino,
cuando mas, el fruto obtenido tras ui®a tarea regida pbr el estimulo
del trabajo, el afan de corresponder en la medida de mis posibilidades
al mérito de la investidura que se me otorga y la observancia® rigu-
rosa de aquella norma que es fundamental en toda obra dei investi-
gacion cientifica: el culto a la verda*d, orientado por la experimen-
tacion.

Dicho lo que antecede, un deber gratisimo en su ejecucién, y
triste en su esencia, me mueve a rendir desde aqui un sentido re-
cuerdo a la memoria del insigne profesor D. Antonio Garcia Varela,
investigador profundo, hombre sencillo de corazén, desinteresado e
intelectualmente recto, para' quien’ (como ocurre a las figuras mas es-
clarecidas) la propia personalidad nada significa ante lo vasto, de las
cuestiones que ocuparon los pensamientos de toda su vida, y del cual
he recibido, como discipulo, los primeros a’'ientos en mi funcién pro-
fesional dedicada a la materia objeto de mi discurso.
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Cumplido este deber y obtenida la venia de la Presidencia, paso
Sefiores Académicos, a dar lectura al resultado 'de mi trabajo sobre
el tema - '

IMPORTANCIA DE LA ENZIMOLOGIA Y APLICACIONES DE LAS ENZIMAS

; ALGUNOS DATOS HISTORICOS

Ya en los tiempos biblicos se practicaba la fermentaciéon alcohdli-
ca; es decir, se transformaba el zumo de uva en vino.

Moisés, en el Génesis, cap. 9, v. 20-21, dice: “Y Noé, que era la-
brador, comenz6 a labrar la tierra y planté una vifia, y bebiendo de
su vino qued6é embriagado”.

En los tiempos de Moisés, el pan fermentado con levadura era
el de uso mas corriente, pero también se conocia el pan &zimo.

Moisés, al instituir, por orden de Dios, la Fiesta de la Pascua
como recuerdo de la liberacion del pueblo judio al huir del yugo fa-
raonico, dice en el Exodo, cap. 12, v. 8: “Las carnes (se refiere al
cordero Pascual) las comeran jaquella noche asadas al fuego y panes
azimos, o sin levadura, con lechugas silvestres”. En el mismo capi-
tulo dice, en el v. 18 s.: “El dia 14 del primer mes (se' refiere al mes
de Nisan), desde |4 tarde, comeréis los &zimos hasta el dia 21 del
mismo mes por la tarde. Durante siete dias no se hallard levadura
en vuestras casas. Quien comiera pan con levadura, ora sea extran-
jero, ora sea natural del pais, sea borrada su alma de Israel. Nada
habéis ,dé comer con levadura. Usaréis el pan azimo en todas vuestras
casas.”

El pan &azimo recuerda la prisa y ansiedad del momento de par-
tida, y lo que pretendia Moisés con esta’ prohibicion era hacer pa-
tente al pueblo la pureza con que debia acercarse a las cosas divinas.

Desde los tiempos mas antiguos se emplea el jugo de la higwera
para coagular a .la leche (coagulacion que hoy sabemos es debida a
la existencia en aquél de un fermento: la sycoquimasp.,). Homero, en
el canto V de la lliada, al describir las luchas de griegos y troyanos,
en los versos finales, dice:

“El dios de la guerra, Ares (Marte), es herido en combate por
Diémedes, ayudado por Palas (Minerva). Dolorido y sangrando de
la herida, acude Ares a lamentarse al padre de los dioses, Zeus (Ju-
piter). Este, después de reprender severamente 'al belicoso dios, or-
dena a Péon cure al doliente, lo que realiza derramando sobre la he-
rida remedios indicados, y le sana sin gran esfuerzo, ya que Ares
no es un mortal.”
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Y entonces, usando un artificio al que tan aficionados eran los
poetas griegos, para dar una idea comparativa de la rapidez de la
curacion, dice en tres versos el poeta lo que sigue (1): 1

V -

50Y CKﬁq faxXa Xsuxov sxecj'o”evot; auvs7iYiEEv,
UCpov loV Jid)ia §' u>xa xepiaxpécpetat xuxoomr
<05 apa xapxaXi|Jit)c irjaaxo OoUpov VApria.

En el primer verso vemos emplea Homero la palabra owoc, que,
en su sentido mas general, la utilizaban los griegos para cualquier
jugo procedente de arboles, pero méas concretamente, como en el caso
presente, para designar el lechoso jugo de la higuera con el que
coagulaban la leche. Por ello, la traduccién justa de los versos pre-
cedentes es la que sigue:

“Y asi comi6 el jugo de la higuera cuando es batido vivamente
coagula la blanca leche, a pesar de ser liquido, con el vivo impulso
del que los mezcla, asi también cura (se refiefy a Péon) rapidamente
al impetuoso Ares.” *

En tiempos de Cristo era conocido el hecho de que una pequefia
parte de levadura (que hoy la consideramos como fermento'vivo que
elabora .diversos fermentos solubles,) es capaz de provocar efectos gran-
des, como vemos en la parabola de la levadura, en la que Nuestro Se-
fior Jesucristo (Evangelio de San Mateo, cap. 13, v. 33) dice: “Se-
mejante es el reino de los cielos a la levadura que toma una mujer y
la esconde en tres medidas de harina hdsta- que queda toda"fermen-
tada". Cada una de dichas medidas equivalia, segin el Evangelio ex-
plicado del Cardenal Goma (Vol. Il, p. 278, ed. 1940), a unos 13 litros.

Jusus, al contraponer tal gran cantidad de harina con la pequefa
masa de levadura, quiso poner de relieve la fuerza de fermentacién
de la levadura, con la que simboliza la vitalidad de la Iglesia y
su fuerza intrinseca para transformar al mundo.

“Mirad, decia San Pablo (I, Cor., 5 6.), qué pequefia santidad de
levadura hasta para hacer fermentar una gran cantidad dé pan.” Y
advierte el mismo Santo: “También aqui (como en |4 pardbola de la
mostaza) describe el Salvador el poderoso y rapido crecimiento que
puede producir ufia causa minima en apariencia”. .

Y desde los tiempos de Cristo damos un salto hasta el siglo XVII.
En 1680, Léuwenhoeck éxamina al microscopio la levadura de cerve-
za y la describe como “organismo de forma gtobullar”.

En 1814, Kirchoff, en San Petersburgo, realiz6 la sacarificacion
del alpnidén, empleando polvo de gluten.

En 1819, Thenard sefialé que el agua oxigenada (que él habia des-
cubierto en 1818) es descompuesta por los extractos de tejidos ani-
males y vegetales, y en particular por la fibrina (2).
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" En 1823, Dubrumfault confirmdé la experiencia de Kirchoff em-
pleando polvo de malta para sacarificar al almidén, y en 1830 afir-
ma que “la propiedad del gluten o de la cebada germinada es debido\
a una sustancia soluble en el agua”.

En 1826, Mitsckerlich observa que el agua que tuvo en macera-
cion levadura de cerveza invierte a la sacarosa, de igual forma que
lo hacen los ncidos diluidos. e 1 =

En 1826, Deismaziérés observé la presencia de microorganismos
en los medios azucarados en fermentacion, pero fué Pasteur quien mas
adelante establecié la necesidad de las célu’as de la levadura para la
transformacion del azucar. j

Y llegamos al 1833, afio memorable, en que Payen y Pesoz aisla-
ron por primera vez el principio activo de la cebada germinada, pre-
cipitando el extracto acuoso de malta mediante el alcohol. Asi obtu-
vieron el primer fermento soluble, al que dieron el nombre de dias-
tasa, por la singular propiedad que posee de separar la envoltura de
los glébulos de fécu'a de su materia anterior. Payen y Persoz definie-
ron las propiedades de esa diastasa y vieron que su acciéon sacarifi-
cante sobre el engrudo de almidén desaparecia hirviendo previamente
su disolucion acuosa (3).

El descubrimiento de Pay'iyn y Persoz abri6 una era nueva en la
Quimica Bioloégica, pues fué el punto de partida de una serie de des-
cubrimientos que han permitido explicar fendmenos cuyo mecanismo
era desconocido.

En 1835, Caignard Latour, por un lado, y Kutsing y SahuMnn, por
otro, demuestran que la levadura de cerveza, esta co(mpue$ta dp orga-
nismos vivos capaces de reproducirse por gemacién y que no actdan
probablemente sobre el azdcar sino por algun efecto de su vegetacion
y de su vida.

En 1836, SchuMnn bautiz6 con él nombre de pepsina al principio
activo del jugo gastrico, que fué aislado mas tarde, en 1839, por
Wasman. En 1836, Purkinje sefialé la acciéon prot&outica- del jugo pa,n-
creatvco. >

En 1837, Liebig y Wohler observaron que la amigdalina.) aislada
en 1830 por Robiquet y Boutron, a partir de las .almendras amargas,
era hidrolizada, en presencia del agua, por un fermento soluble, la
emulsina, contenida en las almendras amargas y muy especialmente
en las dulces. '

En 1841, Mialhe descubre la ptialina 6 diastasa salivar (4).

En 1844, Valetin descubre la amuasa pancreatica (50

En 1855 comenzé el ilustre bienhechor de la Humanidad, Pasteur,
sus investigaciones sobre la fermentaciéon alcohdlica. Confirmé la
afirmacion de Caignard Latour, y entablé una polémica con el emi-
nente quimico aleman Liebig, y estableci6 definitivamente la misién
de la levadura en la transformacidon del azucar de la uva en alcohol
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y COo. Inicia Pasteur otros trabajos para demostrar que el azUcar
de la leche es transformado en &cido lactico por un microbio y que
otros gérmenes son los causantes de la fermentacién butirica y de
la acética. Demuestra también que la generacién espontanea no es
posible, y de sus investigaciories surge la asepsia y la antisepsia, y
las industrias de fermentacidn catalizadas por fermentos: vfiVos se
van desarrollando, cimentandose sobre bases cientificas.

Existia una relacion directa' entre |4 presencia de ciertos micro-
organismos y las fermentacidnjs, para Pasteur: “No hay jalmas fer-
mentacion alcohdlica sin que haya simultdneamente organismos glo-
bulares con vida que se desarrollan y multiplican, engendrando'nue-
vos glébulos (se refiere Pasteur a las levaduras), y la fermentacion
alcohdlica no ‘estd en correlacion con la muérte o la 'putrefaccién de
dichas célulfis”. Por otra parte, 1Jebig admitia la existencia de sus-
tancias que provocaban la fermentacién ind&pendientepien”e de la le-
vadura.

En 1858, Trau.be emite la teoria de que todas I/ss fermentaciones
producidas por los seres vivientes son debidas a dvahstasas.

En 1860, BVrthelot aisla, a partir de la levadura, la invertasa,
precipitando su extracto acuoso mediante el alcohol.

En 1861, Brudke observa que la pepsina se adhiere a las particu-
las de fosfato calcico, de azufre o de colesterina, de las que es facil
de separar disolviendo el adsorbente en reactivos apropiados.

En 1862, Dunilewsky, operando con extractos pancredticos, de los
que la lipasa se habia eliminado con.magnesia, logra preparar trip-
sina casi exenta de diastasa, fijando el fermento proteolitico sobre
a'godon nitrado.

En 1863, SchbntfiHn (6) observé que los fermentos solubles por él
conocidos, diastasa y emulsina, presentaban la propiedad de descom-
poner al agua oxigenada, pero que. perdian dicha propiedad, asi como
su funcién especifica, por la ebullicion, y dedujo que todas las d)ias-
tasas gozaban de la propiedad de descomponer al agua oxigenada, y
en consecuencia en dicha época se sustentaba la opinion de) que los
fermentos solubles eran sustancias precipvktbleXs por el alcohol que
actuaban pequefiisima cantidad, produciendo efedros grandes™ y que
eran capaces de descomponer al agua oxigenada.

También observo Schonbein que la propiedad de descomponer al
agua oxigenada va acompafiada de la de azulear a la tintura de gua-
yaco, y crey0 que ambas reacciones eran debidas a la misma causa.
Seflalo, sin embargo, como excepcion, a la levadura de cerveza, que
ejerce accién catalitica sobre el agua oxigenada y que no. azulea a la
tintura de guayaco.

Schonbein también conocia la propiedad que tienen algunos jugos
vegetales de azulear directamente a la tintura de guayaco, y, en cam-
bio, otros solamente la azuleaban en presencia del agua oxigenada.
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En 1867, Kuhne sefialé ciertas diferencias entre la digestién es-
tomacal e intestinal, dando el nombre de tripsina, al fermento ‘pan-
creatico. vy

En 1883, Hikorokuro Yoshida presenté una comunicacién &4 la So-
ciedad Quimica de Tokio indicando que el ennegrecimiento &l aire de
la laca japonesa o Urushi (jugo lechoso del Rhus vernicif&m) era pro-
vocado por la accién de un fermento soluble, que, actu'ando sobre el
acido urusquicy o-laccol, lo oxidaba merced al oxigeno del aire y lo
transformaba en acido oxiurdsquico.

En 1889, Green (7) extrajo la lipasa de las semillas de ricino en
germinacion.

En 1891, Jadobson manifesté que la propiedad de déscoyyvponer al
agua oxigenada por los fermentos solubles entonces conocidos debia
atribuirse a una sustancia especial, pues observo que a 69° la émad-
sina pierde rapidamente el poder de descomponer al agua oxigenada,
en tanto que la propiedad de desdoblar a la amigdalina no ha desapa-
recido. Not6 también que los &cidos, en pequefia cantidad, disminu-
yen su accion sobre el agua oxigenada, pero aumentan su accién hi-
drolizante sobre la amigdalina.

En 1893, G. Bertrand recibié de Tonkin una muestra de latex puro
del Rhus sucedénea, y sus trabajos, realizados sin conocer la comuni-
cién de Yoshida sobre el Urushi, le permitieron establecer de modo
cierto y por primera vez la existencia de un fermento soluble, una
oxidasa, a la que llamé laccasa (8).

En 1894, E. Fischer sefiala que \a'invertasn, desdobla a los alfa-
glucésidos y que el complejo enzimatico de ]Ja emulsina desdobla a los
Seta-glucésidos. Con su célebre simil cerradura y llave representé ob-
jetivamente la relaciéon entre substrato y enzima.

Todos estos descubrimientos hacian pensar en que la fermentacion
alcoholica podria ser, en definitiva, obra de fermientos solubles se-
gregados por la levadura. Los intentos para demostrarlo fracasa-
ron, hasta que Buchner”~en 1897, realz6 su famosa experiencia: tri-
turd levadura con arena de cuarzo y tierra de:'infusorios y exprimio
la pasta en una prensa hidrélica a presiones de 300 a 500 atmdsfe-
ras, obteniendo un jugo desprovisto de células y que representaba
el jugo celular de la levadura; dicho jugo, vertido sobre disoluciones
tie glucosa esterilizadas, provocaba la transformaciéon del azlcar en
alcohol y anhidrido carbénico, sin que en dicho liquido apareciese
ninguna célula viva. Con ello demostr6 Buchner que la fermentacion
alcohdlica era producida por una sustancia, a la que llamé zimasa o
alcoholaba (hoy sabemos que se trata de un complejo de fermentos),
segregada por la levadura, lo cual reconciliaba las teorias de Liebig
y Pasteur y se estdb’ecia la diferencia entre fer>>ifrto\s vivos (leva-
duras, bacterias, células vivas, en una palabra), cuya accién podia
ser paralizada por el empleo de antisépticos y flermentos solubles, o
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enzimas, o diustmas, de cuyas disoluciones acuosas podian ser pre-
cipitadas por el alcohol y cuya actividad se inhibia definitivamente
por ebulliciéon de sus'disoluciones acuosas (*).

Linossier, en 1898 (10), design6 con el nombre de pemxidasia al
fermento capaz de azulear la tintura de guayaco en presencia del
agua oxigenada, pero confundia dicha propiedad con la de descom-
poner al agua oxigenada. Su mérito estriba en haber escogido un tér-
mino feliz para designar una propiedad tan conocida desde Schén-
bein, quien habia demostrado que el agua oxigenada sola no ejercia
accion sobre el guayaco y que esta accion se manifiesta por adicion
de sangre, gluten o harina. El error de Linossier estaba en pensar
gue la peroxidahsa también descomponia al agua oxigenada. Fué Le-
pinois quienj en .1899, indicd que la propiedad de descomponer al
agua oxigenada debia atribuirse a otro fermento especial.

Por fin, Osdar Loew, en 1901, aislé de las hojas del tabaco un fer-
mento, la catalasa, capaz de descomponer a las disoluciones del hidro-
peroxido en agua y en oxigeno molecular (11).

En 1906, Chodat y Roug,e extraen la sycoqUimasa. del latex de la
higuera (12). "'

En 1909, Soérensen estab’eci6 sobre bases indiscutibles la nocion
de que la actividad de los fermentos solubles esta intimamente liga-
da a la reaccion del medio, expresada por su concentracion en hidro-
geniones (13).

En 1918, dan a conocer Willstdtter y discipulos sus nuevos méto
dos de purificacion de fermentos por adsorcion (14).

En 1926, Sumner obtiene la ureasa cristalizada (15).

En 1930, Northrop obtiene la pepsina cristalizada- (16). En el mis-
mo afio, Zeile y Hellstrom demostraron que el complejo hierroporfi-
rina debe ser considerado como el grupo activo de la catatyisa (17).

En 1931, Dubas aisla de determinados microbios del suelo cultiva-
dos en medios adecuados, fermentos capaces de hidrolizar los espe-
ciales polisacaridos de las capsulas de los neumococos (18).

En 1932, en el laboratorio de Su”™nner se logré obtener la anti-
ureasa, el anticuerpo mas puro hasta entonces logrado, aunque no en
forma cristalina (19). En el mismo afio, Meldrum y Roughton aisla-
ron de los eritrocitos un singular fermento, la carbdénico-anliidrasa, y
Warburg y Christian aislaron de la levadura el fermento amarillo,
gque en 1934 Théorell lo purifica y lo obtiene cristalizado (20).

En 1937, Sumner y Dounae obtienen l& catalasa cristalizada; Kuhn
y Rudy sintetizan el fermento amarillo completo, y Euler y Vestin
sintetizan la cooarboxilasa, obteniéndola a partir de la &néurina o
vitamina B:. '

(*) EIl término de enzima fué propuesto por Kihne en 1878, y signi-
fica «en la levadura» (cita del profesor Rocasolano, «Tratado de Bioquimi-
ca», pag. 424, 1928,
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PREPARACION DE LAS ENZIMAS

L~s enzimas son catalizadores orgénicos coloidales elaborados por
las células. Intervienen en los variadisimos procesos biogquimicos que
se desarrollan en los seres vivos y que se caracterizan por la faci-
lidad, rapidez y suavidad con que se desenvuelven a las temperaturas
bajas en los organismos. Son aceleradores de las reacciones, deter-
minando el desarrollo instantaneo o répido a temperaturas ordina-
rias de procesos quimicos, que sin ellos se realizan de modo esponta-
neo, pero excesivamente lento.

Las enzimas pueden existir en forma solubilizada en las células,
lio-enzirrufis-, y facilmente extraibles o en forma insoluble' adheridas
a la estructura celular, endoenzimas, y que pueden extraerse desga-
rrando previamente las células o en forma insoluble por unién qui-
mica con el protoplasma celular, desuno,enzimas, y 'sélo extraibles, aun-
que no siempre, por hidrélisis del protoplasma mediante los Alcalis,
los acidos o por fermentos proteoliticos.

Aunque todas las células disponen de un arsenal variado de fer-
mentos, algunas células estan especializadas (células glandulares) en
la elaboracion de determinados fermentos, que pueden'pasar al exte-
rior de.las células, difundiéndose en los medios de cultivo (caso de
las levaduras, bacterias, mohos), o formando parte de las secrecio-
nes, o ser ‘derramadas a la sangre, como ocurre en determinadas cir-
cunstancias. Algunos fermentos quedan en las células donde se han
originado, y de ellas salen mas tarde bajo influencias estudiadas por
e] profesor Roger (*).

La mayor parte de los fermentos solubles se extraen facilmente,
especialmente de los drganos vegetales, con agua, a la que se adicio-
na cloroformo o éter para disminuir la semipermedbilidad de las cé-
lulas. Para ello se trituran los 6rganos ya directamente con agua,' o
por intermedio de arena cuarzosa y agua; se prosigue la maceracion
durante veinticuatro o cuarenta y ocho horas a baja temperatura y
en presencia de un antiséptico (gotas de tuluol o de cloroformo o éter);
de los extractos acuosos se precipita el fermento por adicién de tres
0 cuatro veces su volumen de alcohol de 96°. Es conveniente efectuar
la precipitacion en el punto isoeléctrico que corresponde a un mini-
mo de dispersion y a una maxima floculabilidad del fermento (20 bis).

La accion destructiva del alcohol sobre los enzimas es pequefa
cuando el contacto también lo es, pero, sin embargo, hoy se tiende
a sustituir el alcohol por la acetona en la precipitacién de enzimas.

La peroxidasa se disuelve en alcohol de 50°, y la emulsina conti-

(*) La presenc'a de sacarosa o de bilis en el intestino ejerce a través
de la_membrana celular accién atractiva sobre la invertnsn de las células
intestinales, provocando su salida.
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nda activa aun a disoluciones alcohélicas con 90° de alcohol (Bour-
qguelot). ,

La lipasa del pancreas se disuelve perfectamente en el agua,
pero las lipasas de las semillas oleaginosas no son hidrosolubles. Falle
extrae la lipasa del ricino con disolucion 1,5 N de CINa y luego dia-
liza el liquido, pues se precipita junto con los albuminondes solubles
en esa concentraciéon salina. El profesor Obdulio Féi-nandez, en sus
investigaciones sobre lipasas de semillas oleaginosas, ha obtenido poco
rendimiento por el procedimiento de Falk (21).

La syooquimasa de. la higuera se extrae facilmente por el método
del 'profesor R. ChQdat, con disolucién acuosa de CINa al 8 por 100
(21 bis).

La amilma de la yema de huevo adherida a lipoides (zimolipoide)
se extrae por el éter (22).

A veces, como en el caso de la»obtencion dé inverfyisa de levadura,
se favorece la liberacion de los enzimas por autdlisis con toluol. Cuan-
do se opera con drganos animales, que facilmente se alteran, es ne-
cesario operar con érganos frescos, rapidamente 'y macerando a bajas
temperaturas. o x v

Cuando se desea evitar la alteracion por autélisis se deshidratan
las células u drganos mediante acetona, y asi se' obtienen polvos ce-
lulares, glandulares o de drganos que contienen los fermentos activos.

La gliderina set utiliza a veces para preparar extractos que con-
tienen los fermentos; asi, se emplean los extractos glicerinados de
Rusmla, delica o de R. faetens como fuente de tirosinasa para el diag-
nostico de la tirosina en los esputos. La lipasa' pancreatica se disuel-
ve bien en la glicerina.

La obtencién de fermentos piiros es necesaria para estudiar, su
naturaleza y su accion, por lo que se comprenden los esfuerzos de
los especialistas para lograr fermentos puros.

Por repetidas precipitaciones y redisoluciones se ha conseguido
en algunos casos obtener preparados )enziméticos de mayor actividad;
es decir, con el enzima mas puro.

Se recurre para la purificaciéon a-las técnicas de: didlisis, eiiec-
trodidUsis, ultrafiltradén y métodos de adsorcion del profesor Wil-
statfier y colaboradores (23).

La purificacién por dialisis se practica en sacos dé colodién fren-
te al agua destilada. Se les priva a los fermentos de sales minerales, y
a veces se disminuye asi algo de su actividad. La técnica de dialisis
es suficiente' para purificar a la amilasa salivar, pero no para’la agni-
la'sa dé la malta, que necesita, ademas de la didlisis ordinaria, una ,elec-
t't'odialisis (24).

La adicion de electrdlitos apropiados a estas didstasas desmine-
ralizadas les restituye parcial o totalmente su actividad, afirmando
Maignon “que los elementos minerales inseparables de toda diastasa,
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en lugar de representar impurezas, constituyen, por el contrario, la
parte esencial del catalizador” (25).

Las experiencias de Bi'uck, en 1861, y las de Danuewski, en 1862
(que ya he dado a conocer), pueden considerarse como los ‘primeros
intentos de adsorcion de fermentos.

Agitando disoluciones de fermentos con polvo fino de talco, cao-
lin, carbon, etc., se logra sustraer a la disolucion parte del fermento,
pues se observa que disminuye su actividad. Si provocamos la for-
macion de un precipitado en el seno de ciertas disoluciones enzima-
ticas (formacion de fosfato de calcio, por ejemplo), se comprueba que
la disolucién filtrada 'ha perdido parte de su actividad por haber que-
dado fijado el fei'mento al precipitado.

Herissey observd la adsorcion de la emulsina por el tanino (26).
Ambard, la adsorcién de la amilasa por el almidén crudo (27). Ef-
front (28), la adsorcién de la fimilasa, pepsina y ptialina por la ce-
lulosa (conviene tener esto en cuenta al filtrar disoluciones de fer-
mentos a través de papel de filtro).

Vood sumerge en una disolucion impura de tHpsina tiras de pa-
pel -de filtro; luego las deseca en corriente de aire caliente. La cehi-
losa adsorbe al fermento. Si sumergimos luego las tiras desecadas
en agua fria, el fermento se disuelve y las impurezas quedan total-
mente adheridas al papel. Esta técnica le i\ permitido a Vood obte-
ner prepaiV&os activos de tripsina, / ‘ ,

Las técnicas de Willstatter y colaboradores (fundadas en trabajos
de Michuelis y Ehrenreich) consisten en arrancar, en separar de los
medios que los contienen a los fermentos, adsorbiéndolas mediante un
soporte adecuado ,a la naturaleza del fermento (geles de hidroxido
aluminico, de hidréxido férrico, caolin, etc.). Asi se obtienen adsor-
bdtos de los que se libem luego el fermento— elucion—por reactivos
especiales.. La lipasa se separa de su adsorbato con colesterina, disol-
viendo a ésta en el éter; la amilasa se separa de ,su adsorbato con al-
midén crudo, mediante engrudo de almidén, y la invertiria de su ad-
sorbato, con hidréxido aluminico, mediante disolucién acuosa amonia-
cal o disoluciéon, de fosfato amonico (29).

Las experiencias de Willstatter quedaron coronadas brillantemen-
te al »conseguir obtener del rabano rusticano la peroxidasa pura y
mas tarde lograr separar la amilasa, la tripsina y la lipasa pancrea-
ticas (basandose en su distinto comportamiento frente a la alumina
y al caolin) (30).

NATURALEZA QUIMICA DE LAS ENZIMAS

La determinacion de la naturaleza quimfioa de las Enzimos* es una
de las especiales directrices hacia las que se orientan las investiga-
ciones modernas enzimoldgicas (31 y 31 bis).
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El mayor avance conseguido en el campo de la Enzimologia fué el
aislamiento de varios enzimas y zimdgenos cristalizados, pues la cris-
talizacion es garantia de pureza de los preparados.

En 1926, Sumner obtuvo de la 'Cannavalia ensiformis, ureasa en
cristales octaédricos. El analisis revelé tratarse de una globulina (32).

Waldschmidt-Leitz y Steigerwaldt sostienen que pueden digerir
la proteina de la ureasa cristalina sin inactivar al fermento, pero
este aserto fué desaprobado por la escuela americana, pues Swmiie'r,
Kvrk y Howfill demostraron que a pH 4,3 los cristales de ureasu son
rapidamente inactivados y digeridos por ‘pepsina y que la velocidad
de la inactivacion es paralela a la digestion.

En 1930, Northrop cristaliz6 la pepsina en piramides hexagonales
y con las reacciones propias de las proteinas (33). En 1932, Northrop
y Kunitz obtuvieron tripsina cristalizada, y con las reacciones de pro-
teinas. / \% [ 1

En 1935 y 1936, esos mismos investigadores obtuvieron cristali-
zados: el quimotripsindgeno, la quimotripsina y el trapsindgéno.

En 1937, Sumner y Dounce cristalizaron la cataktsa.

Segun Willstdtter, los fermentos constituyen cuerpos quimicos que
difieren entre si. Lo que llamamos fermento activo (holofemiento) es
en realidad un sistema enzimatico en el que el cuerpo de estructura
guimica bien definida y determinada, el cofermento o coenzima, desem-
pefia un papel capital merced a su estado de dispersiéon, pues esta
situado en la superficie de un soporte coloidal (el atyoferm&nto o apoen-
zima) que es igualmente elemento indispensable del sistema. EIl cuer-
po activo es responsable de la especificidad y el soporte de la activi-
dad Catalitica y de la estabilidad del sistema.

Para Willstdtter, el fermento activo consta pues: de un coloide
frecuentemente proteico (w*), cuya superficie esta recubierta quiza, for-
mando capa monomolecular, por la sustancia giamica activa, y debi-
do a esta enorme superficie muestra gran actividad sobre las reaccio-
nes entre los cuerpos que se ponen en contacto con la superficie co-
loidal.

Si se separa el cofermento de la superficie de su soporte coloidal
y se emplea aislado, vemos que ya no ejerce su peculiar accion cata-
litica del fermento completo. Ocurre lo mismo si coagulamos el so-
porte coloidal o si destruimos su estructura superficial; es decir, que
ambas fracciones unidas, el cofermento '+ atpofei'mento, formaci él he-
loferimento o fermento activo completo.

En cuanto a la naturaleza quimica de la sustancia activa, esta
probado ser de naturaleza proteica para la ureasa, pepsina y tripsina.
Otros fermentos contienen hierro, formando parte de un nucleo or-

(*) Willstatter ha aislado amilasa pancreatica de gran pureza y da
gran actividad que no da las reacciones de las proteinas y que 'apenas se
colorea con S04H2 en presencia de a-naftol.
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ganico parecido al de ia hematina, tales son: los citocromovs a, b y c,
la cataM.su, las peroxidasas y el fermento respiratorio (Atmungsfer-
ment de Warburg), cuyo hierro ferroso, por la accién del oxigeno,
pasa a férrico en la fase final de la oxidacion en el proceso respira™-
torio. ;

En la catalasa, los 'trabajos de Zeile y Hellstrdm (34) han demos-
trado que el complejo ferro-porfirma debe ser el grupo activo de la
kepatocatalasa, lo cual han comprobado con medidas fotoespectromé-
tricas, pues a medida que se va purificando el fermento 'la relaciéon en-
tre la actividad catalitica y su rigueza en hierro-porfirina, medida
por la intensidad del espectro de absorcién, es constante. Con la cia-
talaba cristalizada de Sumnier y Dounée se ha llegado a la misma con-
clusién.

Los trabajos de Kuhii, Hand y Florkin (34 bis) también han de-
mostrado que la peroxidasa es una, hierro-porfirina.

Segun Kubowitz, la polifenoloxidasa de la patata es un cupropro-
teido, cuya actividad es proporcional a su riqueza en cobre.

Hay fermentos cuyo grupo prostético o Uofermfnto es un cuerpo
quimico bien'definido, asi: el fermento amarillo es un derivado de la
isoaloxazima-, las codehidrasas | y 11 son nucleétidos de la amida nico-
tinica y de la admina y la co-carboxilasa'es el ‘'(pirofosfato de aneurina.

H fermento amarillo.

En 1932, Warburg y Christian aislaron de la levadura el llamado
fermento amarillo o flavinenzima, cuyo cofermento es el acido lacto-
flavinfosférico o vitamina Bg (la 6-7 dimetil-9-d-ribitil-isoaloxazina
esterificada por el acido fosférico). Este cofermento, unido a una pro-
teina, forma el fermento amarillo, que es una dehidrasa que toma el
hidrégeno no directamente de las sustancias organicas, sino de su
substrato especifico: las dihidrocodehidrasas, que previamente toman
el hidréogeno de las sustancias organicas de los tejidos.

La lactoflavina de los alimentos se fosforiliza en la mucosa intes-
tinal, y uniéndose con una proteina se convierte en el fermento amarillo
aotivo para el metabolismo. Al tomar el hidrégeno el fermento amarillo
pasa a leucoderivado y éste por oxidacién regenera a la flavinenzima,
formando asi un sistema de oOxidori*educcion, y por eso el fermento
amarillo interviene en los procesos de oxidorreducciéon de los tejidos en
la fase anaerobia preliminar en la que no interviene el oxigeno.

Kuhn y Rudy han sintetizado el fermento amarillo uniendo el acido
lactoflavin-fosférico natural o el sintético con una proteina especifica,
constituyendo este brillante hecho la prim&m sintesis lograda de un
fermento.
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Las codehidrasas. -

Las codehidrasas, unidas a un soporte proteico, constituyen los fer-
mentos activos o dehidrasas que aceptan el hidrégeno, transforméandose
en difddrodehidrasas, y éstas ceden el hidrégeno, regenerandose por
intermedio de la flavinenzima, que pasa a leucoderivado.

La codediidrasa | — cozimasa de Euher y Myrback, se encuentra en
todas las células y estd constituida por el nucteétido de la amida nico-
tinica y el nucUo6tido de la adenina. La codehidiMsa |1, descubierta en

los hematies de caballo por Warburg y Christian, tiene una molécula
mas de acido fosférico que la codehidraisa I.

Vemos que entre los componentes de las codehidrasas esta la vita-
mina P P o cmtipelagrosa (amida del acido nicotinico), cuyo nucleo
piridico puede actuar como aceptar de hidrogeno (véase féormula) y este
hidrégeno puede luego ser vehiculado, por ejemplo, a la flavinenzima,
regenerandose el nucleo piridico de la nicotinamida, por lo que se
deduce la importancia de la vitamina P P y de las dehidrdsas en los
procesos de oxidorreduccidn.

H NH.,
c L
C
iic C—CUOH HC c—C
NH N
HC CH HC CH 1]
HC CH
\ /
N N

: . N
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H
A § /'\ Il
HC C—C™= NH2 + 2e+ H+ HC C— O— NH,
| 11 | - m
HC CH H.C CH

El nucleo piridico de la amida nicotinica puede hidrogenarst reversiblemente.
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La carboxilasa.

La vitaminp, Bx (cloruro-clorhidrato de aneurina), que posee, como
se aprecia en su formula, un ndcleo pirimidico y otro tvazolico, entra
en la constituciéon de un cofermento, la cocarboxilasa, que es el pirofos-
fa-to de la aneurina, aislado puro por hollinan, 'y el cual, unido a una
globulina, la apocarboxilasa, forma el fermento activo completo, la car-
boxtiasa, sintetizada en 1937 ‘por Euler y Vestin.
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La ccLrboxilcisa es un fermento que actia en la fase de dUescarboxila-
cién de los cetoacidos (por ejemplo’, el pirdvico), una de las ultimas
fases anaerobias del metabolismo, y por ello se comprende que al faltar
la vitamina B1( se acumulen en los 6rganos y tejidos, especialmente en
el cerebro, ciertos acidos como el lactico y el piravico, que serdn res-
ponsables de algunos de los sintomas nerviosos de la avitaminosis B*.

Las recientes observaciones de Krebs y Egleston demuestran que
en el organismo animal (higado) el &cido pirGvico desaparece por,
un proceso de carboxilacién, combinandose con una molécula de C02y
transforméandose en &cido oxalacético, siendo catalizada esta reaccion
poiil la carboxilasa (34 trip).

Vemos, por los ejemplos que acabo de citar, que algunas vitamivws
entran en la constitucién quimica de ciertos fermentos tan fundamen-
taos para los organismos por cuanto intervienen en los procesos de
6xidorreduccion, existiendo intima relaciéon entre fermentos y vitami-
nas, habiendo propuesto Von Fuler para estas ultimas el nombre de
vitazvmas. . )

El mismo adclo l-ascorbinico, o vitamina C, es considerado por al-
gunos, por su gran poder iaductor y por ser vehiculizador del hidrégeno,
como verdadero fennento que interviene en los procesos de 6xidorre-
duccion, pues por pérdida de dos atomos de hidrégeno por oxidacién se
convierte en acido dehidroascorbinico, y éste por' fijacién de hidrégeno
regenera nuevamente al l-ascorbinico.

0h h o H H
o X 7 H - .
HO— C—C -—--CH C=0 — 2 H HO—C—C OH
1] ) ) e L 1 H
H- OH c=tcC 0 Ou-p H OH <cCc- C
[ ! . — 2H+' nof
HO OH 0 0
* * - - -r
Acido l-ascorbinico o vitamina C Acido dehidroascorbinico

Holtz ha observado que la vitamina C, o acido l-ascorbinico, se
comporta frente *a la histidina como una kistidasa, pues observa que por
su accién selproduce histamina (35).

« : - / h
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Maéas adelante me ocuparé de la influencia dei éacido 1-as.corbinico
sobre otros fermentos y también de la ascorbicooxidasa.

Langenbeck ha obtenido catalizadores organicos de accién semejante
con algunos fermentos y les llama modelos de fermentos: ominais 'pri-
marias, como modelo de carboxidasa; la isatina, como modelo de dehi-
drasas; substancias del tipo benzoicorbinol, como modelo de Esterasas,

etcétera (36).

ACTIVADORES E INHIBIDORES DE LOS FERMENTOS
SOLUBLES

Los fermentos solubles actlan en pequefiisimas dosis. Segun Kuhn.
un?, molécula’de catalasa es capaz de descomponer en un segundo 100.000
moléculas de agua oxigenada; 1 gramo de pepsina de titulo 3.000 es
capaz de digerir 3.000 gramos de clara de huevo coagulada en condi-
ciones convenientes de temperatura y pH; 1 gramo de cuajo es capaz
de coagular varios litros de leche, etc., es decir, que hay desproporcion
entre la masa del fermento y la del substrato sobre el cual'actla.

El calor influye en la actividad de los fermentos, favoreciéndolos,
como lo hace en Jas reacciones quimicas habituales; pero aqui la
regla R. G. T. de Van T. Hoff no se aplica con tanta sencillez, pues se
trata de sistemas microheterogéneos, y el valor de Q10 varia de 1,3 a 3.

Existe para, cada fermento una temperatura Ininima a |4 que co-
mienza a manifestar su actividad, una 6ptima a la que adquiere su
mayor actividad, y una jjmaxima, por encima de la cual el fermento no
manifiesta actividad por haberse desnaturalizado.

Por regla general los fermentos manifiestan una mayor actividad
entre 35° y 50°; pero el 6ptimo térmico para la oataM&a es entre Ooy 203
y en cambio, la coagulacién de la leche por la sycoquimnsa de la higuera
se realiza entre 75° y 80°. Téngase presente que el déptimo de tempe-
ratura puede variar con arreglo al pH a que se trabaje.

Es interesante consignar que varios fermentos ejercen el éptimo
de su accién a temperatura superior a la que puede soportar el vegetal
de donde se extraen; asi, la dextruiasa lo hace a 64°; la injertada,
a 55° y la sycOquimasa, a 75-80°.

Es criterio generalizado en Fermentologia el que las disoluciones
acuosas de los fermentos se inactivan a 100° y esta inactivacion se
estima como prueba de tratarse de una accién enzimatica, pues los
catalizadores no enziméticos resisten siempre esa temperatura.

La temperatura mortal para cada fermento varia con la acidez iénica
de la disolucién, con el tiempo que se mantiene el ferpisnto a una tem-
peratura elevada y con la naturaleza de los cuerpos presentes en la
reaccion. i E |

Los fermentos son mas fragiles en presencia del agua pura que en
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presencia de su substrato especifico; asi, la 'inveirtasa resiste mejor
el calor en presencia de sacarosa.

Si expresamos la actividad de un fermento soluble por la cantidad
de sustancia que transforma en la unidad de tiempo, se puede com-
probar que pequefias variaciones en la concentracion de hidrogeniones
mejercen influencia considerable en dicha actividad. Fué Sorensen (37),
director del Laboratorio de Carlsberg de Copenhague, el primero en
establecer sobre bases cientificas indiscutibles la nocion de que la acti-
vidad enzimatica .estda intimamente ligada a la rmccién del medio,
expresada por su concentracion en iones hidrogeno.

Asi, la catalasa, urecésa, uricasa y alantoinasa manifiestan su 6ptimo
a un pH 7; la pepsina del jugo gastrico, entre 1,4 y 18!y la arginasa,
a pH 9,5. Para las amuasas él pH varia segun su procedencia; asi, la
takadiastasa y la donilasa de la mcdta tienen un 6ptimo a 4,5, y en cam-
bio la ptialin-a trabaja en las proximidades de la neutralidad.

El pH 6ptimo depende también de la presencia de impurezas; asi,
la lipasa gastrica, cuyo pH es 5 en su medio natural, convenientemente
purificada manifiesta su mayor actividad a pH 8. El pH dptimo para
la lipasa pancreatica es 7,5; pero en tanto que la actividad del jugo
pancreatico o de la lipasa bruta en él contenida baja rapidamente por
ligera acidificacion, el fermento purificado (segin Wilstatter) sapo-
nifica bien las grasas a pH 4,5.

Se conocen ciertas sustancias que activan a los fermentos y otras
que refrenan su accién y que incluso los inactivan o paralizan.

Langenbeck considera al gruyo activo de los fermentos como una
molécula grande en la que habra uno o varios grupos funcionales acti-
vos capaces de actuar sobre el substrato y otros gmpos activantes que
por su presencia determinan el desarrollo de las reacciones. Las sus-
tancias que inhiben la accién de los fermentos son las que afectan a los
grupos activos, y -las que retardan disminuyendo la velocidad de la
reaccion, son las que actlan sobre los grupos activantes.

Para ciertos fermentos se ha establecido que su grupo activo puede
ser el CO, o el COOH, o el NH2 por cuanto se ha observado que sui
accion es impedida por los jreactivos que se fijan sobre esos radicales, 0
el grupo SH, pues las oxidaciones suaves le inactivan al transformarle
en disulfuro (caso de la ureasa).

Herriot, de sus trabajos sobre inactivacion de la pepsina por el
yodo, ha deducido que el yodo se fija sobre la tirosina y que este ami-
noacido es indispensable para que la pepsina muestre su actividad.

La papaina y la catepsina son activadas por el CNH y por el SH2 y
en cambio, esos gases y el CO paralizan a la catalasa y a los demas
fermentos que contienen hierro (peroxidasas y fermento respiratoriol.

Las sales de metales pesados de Hg, Ag, Pb, los cianuros, etc., ac-
tuaran inhibiéndola los fermentos por modificacién de su soporte coloidal.

Los iones oxa&lico, precipitando a los ionies calecid, impiden que se
transforme la protrombina en trombiréa, con lo que se evita la coagu-
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lacion de la sangre oxalatandola. Esos mismos iones oxdalico y por el
mismo mecanismo impiden la acciéon de la pectasa sobre las disoluciones
de acido péctico y la accion del cuajo animal sobre la leche; pero en
cambio, la sycoquimasu no es afectada por la adicion de oxalato amé-
nico a la leche, por cuanto los iones calcio no son indispensables para,
su actuacion.

Segln Jobling y Petersen} las sales alcalinas de los acidos grasos
eténicos. inhiben la accién de la tripsina (38).

Estudiando los factores que inactivan a la lipasa del ricino y de
las ieistemosas, se ha llegado a la conclusién de que se trata de una trans-
formacién tautomérica. Segun Falk, si el grupo activo de esos fermen-
tos estd representado por una ligadura enol-lactima — C-(OH) = N —,
la inactivacion se produciria por su transformaciéon en ostolactama
— CO—NH—.

El etanol es muy empleado para precipitar los enzimas de sus diso-
luciones acuosas, y en general se estima que su accién destructiva es
pequefia siempre que el contacto sea corto. Las peroxidasas contintan
manifestando actividad a disoluciones al 50 % de etanol, y segun
Bourquelot, la emulsina es aun activa en disolucion al 90 % de alcohol
etilico.

Hay un fermento singular, la clorofilasa, que acompafia a la cloro-
fila en las plantas, y que es capaz en medio alcohdlico de producir la
alcofiolisis de aquel pigmento, reemplazando el radical fitilo de la clo-
rofila por el radical etilo. Se trata de un fermento bastante estable y
no .se destruye por ebullicién en alcohol durante corto tiempo, pero si
hirviéndolo con agua.

El modo de accién de'las sulfamidas (tan utilizadas en la actuali
dad) ha permanecido oscuro hasta el -descubrimiento-por Stamp y Gre\en
de'las antisulfamidas, y por Woods y Fildes, de la acciéon antisulfcomida
del acido p-aminobenzoico. Las sulfamidas no ejercen accién bacteri
cida, sino jaccion bactcriostatica, pues en cualquier momento se puede
provocar -el desarrollo de un cultivo bloqueado agregando acido p-ami-
nobenzoico en proporcion conveniente. El acido p-aminobenzoico es un
componente esencial de un sistema enzimatico que cataliza 'determina-
das reacciones quimicas en estrecha relacién con la reproduccién bac-
teriana. Las sulfamidas actidan inhibiendo esas reacciones y, por lo
tanto, la reproduccion bacteriana por bloqueo del acido p-aminoben-
zoica (38 bis).

<En cuanto a los activadores de los fermentos, se conocen diversas
categorias.

Wilstatter, Grassmann y Ambros han demostrado que el CNH
ejerce acciéon quinasa para la pap,aina, cuyo dominio de especificidad
aumenta. La papaina hidroliza débilmente a la gelatina y no ataca a
la peptona, y en cambio, la papaina -f CNH provoca hidrélisis acen-
tuada de la gelatina y desdobla a las peptonas. También la proteasa
(brognelina) de la pifia americana es activada por el CNH,
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Gra&smann y colaboradores han demostrado la activacién de la pa-
paina y proteasas similares por la cisteina o por la glutationa reducida.

Rockmood y Husa han demostrado la acciéon activante de ciertos
aminoéacidos sobre la ureasa (39). Para Bertrand, los aminoéacidos se-
rian un coferirifinto necesario a la actividad de la amilasa del polvo de
pancreas.

Segln Caujolle y Laffite, el ion Na en forma de CINa aumenta la
actividad de las amilasas salivar y pancreatica (40).

Se sospecha que el SCNK presente en la Sfdiva puede estar en rela-
cion la actividad de la ptialina, puesto que en la saliva humana la
dosis de sulfocianuro es de 12 mgs. %, mucho mayor que en la saliva
de perro, que sélo alcanza 0,43 mgs. % y en la cual no existe ami-
lasa (41). . -

El sulfato de manganeso es, segun los trabajos del prof. Ob. Fer-
nandez, un actiikidor de las lipasas de las semillas oleaginosas.

El ion magnésico a débil concentracién es activador de ciertas fos-
fatasas (por ejemplo, la glicerofosfatasa de los huesos, de los hematies,
de la levadura, etc.).

La amiloquinasa activa a las amilasas de los granos en reposo.

La cozimasa es indispensable para poner en actividad a la zimasa.

El jugo pancreatico contiene una proquinasa que se activa por los
iones de calcio y se transforma en quinasa que activa a la tripsina.

Se ha venido creyendo que el tripsindégeno del pancreas era inacti-
vo en el sentido proteolitico hasta que a’'canzaba al intestino, en donde
la enteroquinasa segregada por la mucosa intestinal lo transformaba en
tripsina activa. Las investigaciones de Waldscfvmidt-Leitz han demos-
trado (42) que €] tripsindgeno, o como' dicho investigador prefiere
llamarlo simplemente, tripsina, tiene una actividad proteolitica espe-
cifica propia, puesto que hidroliza a la peptona y a algunas proteinas
sencillas (clupéina, escombrina), pero no actia sobre la caseina ni sobre
la gelatina; después de activado por la enteroquinasa el fermento puede
atacar a estas proteinas, en tanto que aquellas son atacadas ahora més
vigorosamente que antes de la intervencion de la enteroquinasa. El
término tripsindgeno debe, pues, sustituirse por el de tripsina, en tanto
que la enteroquinasa es simple'mente un activador de una tripsina ya,
activa.

La bilis ejerce accién antizimoética sobre los fermentos microbianos”
dificulta la produccién de fermentos por los microbios anaerobios in-
testinales y disminuye la accién de dichos fermentos sobre las sustan-
tancias fermentescibles. Por esto la bilis, aunque desprovista de poder
antiséptico, puede ser considerada por su accion antizimética co?no li-
quido antipatrido (Roger).

La bitis ejerce influencia zimosténica; es decir, es capaz de acre-
centar la actividad de otros fermentos, refuerza la actividad amiloli-
tica del jugo pancreéatico, permite a la lactasa intestinal actuar sobre
la lactosa; introducida en el duodeno, provoca la salida del jugo pan-
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credtico, constituyendo, segun Meilamby, el excitante especifico de di-
cha secrecidon; también contribuye a hacer salir de las células intes-
tinales a los fermentos digestivos, ejerciendo una especial atraccion
con respecto a la invertasa. Activa la accion de la lipasa pancreatica
y de la lipasa intestinal, pues disminuye la tensién superficial y deter-
mina el que las gotas de grasa se hagan muy pequefas.

Las paredes intestinales contienen una mucino-cottgulasa que coagu-
la a la mucina, transforméndola del estado liquido en una masa con-
creta; pues bien, la bilis se opone a la'accién de dicha mucinasa, impi-
diendo la precipitacion y concrecion del mucus (43). Por esta razon el
mucus permanece liquido en el tramo superior del intestino y se coagu-
la cuando lo hace en el tramo terminal. Asi se explica la formacién
de seudomjembranas en las colitis muco-membranosas por coagulacion
del mucus, que se puede atribuir a una insuficiencia biliar o & secre-
cién grande de'mucus o de fermento coagulante (*). La opoterapia bi-
liar esta, indicada en las colitis muco-me-mbranosafs.

El &acido dscorbinico, o vitamina C (considerado por algunos como
verdadero fermento soluble o enzima), es capaz de activar o de in-
hibir a otras enzimas. Asi, segin Purr, es activador especifico de las
amila-sas de origen ..animal (ptialina, amilasta del pancreas de cerdo,
amilasa del higado de conejo), y en cambio inhibe a las amilasas ve-
getales (por ejemplo, a la de la malta.).

La digestion pépsica de )a caseina es inhibida por el jugo de na-
ranja y por la vitamina C.

La catepsina purificada es activada por el acido ascorbinico, pero
no ocurre lo mismo con la papaina., y éste es un medio de diferenciar
esas dos proximas proteasas, que tienen otros caracteres comunes.

La vitamina C activa a la arginasa. si en la disolucion de ésta hay-
indicios de iones de cobre; en cambio, la ureasa es inhibida por el aci-
do ascorbico + Cu++, y la tirosinasa, la catalasa/y la fosfatlisa se
inhiben por el acido ascorbico solo.

El A&cido ascorbico, a su vez, puede ser influido por otros fer-
mentos.

Tauber y Kleiner han aislado (44) un activo fermento del peri-
carpio de la Cuclrbita maxima, la oxidasa-ascorbica, que es cdpaz de
oxidar instantdneamente al acido ascorbico. Han llegado a obtener di-
cho fermento en condiciones de suficiente pureza; no da las reaccio-
nes de las otras oxidasas, y hasta el presente no se ha descubierto

(*) Segun las investigaciones de Riva, las heces normales no contie-
nen mucinasa, pero en las enfermedades con enteritis mucomembrafiosa se
halla dicho fermento y ,en proporcidbn que varia con su rigueza en mucus-
Segln Tremolierés, la presencia de mucinasa en las heces puede estimar-
se como patoldgica, y en algunos casos ex ste en tan gran cantidad que
pasa a la<sangre, y por esta razén el suero de enfermos con enteritis muco-
membranosa es capaz de precipitar a las disoluciones de mucina, en tanto
gue el suero normal es inactivo.
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otro substrato (aparte de la vitamina C.) sobre el cual sea capaz de
actuar dicha oxidasa.

Esta singular oxidas« existe también, segin Stones, en diversos
vegetales, como : platano, col, zanahoria, pepino, patata, lechuga y jes-
pinéaca.

La ascoOrbico-oxidasa puede ser utilizada para valorar el acido as-
corbico mediante la técnica de Tauber y Kleiner, que consiste en de-
terminar el poder reductor de un extracto de tejido frente al 2-6 di-
clorofenol--indof\enol, hacer actuar sobre otra porciéon de extracto la
ascorbico-oxidasa y volver a hacer otra segunda valoracion con el mis-
mo indicador; la diferencia entre ambas determinaciones expresara
exactamente el contenido en vitamina C, toda vez que en la segunda
determinacion dicha vitamina ha sido oxidada.

Un ejemplo de la interaccion entre fermentos, hormonas y vitami-
nas lo tenemos en el caso de la transformacién de la ofirotina en vi-
tornino, A. EIl higado es el 6rgano que preside a los destinos de la vi-
tamina A ; él la elabora a expensas de pigmentos oarotinoides conte-
nidos en los alimentos vegetales y la almacena péara irla cediendo des-
pués al organismo. El mecanismo por el cual el higado rompe al ij-ca-
roteno y lo transforma en vitamina A es por la intervencién de un
fermento, la carotenasa, que introduce dos moléculas de agua en la'
molécula del (3-caroteno y le escinde en dos moléculas de vita™mina A,
cuerpo incoloro y con funcién de alcohol en la terminacion de la
cadena.

3 Caroteno h S
H H cHsH H H CH,H H H H CH3 H H H CH3H H
! I 1 -
— c=C—c¢c=C—C: C—C=¢—¢c= C—C=c—c=c—C—C—-c=c
— CH, Accion de la CAROTENASA HEPATICA HaC — C
activada fior la tiroxina
+ H20 + H20
HaC CH;
¢
H H CHaH H. H CH,H
| < - |
H.,C C— C=C-—C=C—C=C—C= C— CH.OH

Il
H.C C— CH3

Vitamina /i
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Stepp (45) ha demostrado quk la tivoxina de la glandula tiroides es
indispensable para que la carotinosa pueda actuar. De modo que, t.
partir de un pigmento vegetal, un fermento hepatico, con el concurso
0 activado por una hormona, \elabora una vitamina.

- ESPECIFICIDAD

La especificidad de las acciones enzimatioas constituye uno de los
problemas mas interesantes de la Enzimologia.

La pureza con que hoy se aislan los fermentos, algunos incluso cris-
talizados, facilita el estudio de su accién y permite deducir su grado
de especificidad.

Cada fermento actia sobre una sustancia determinada o sobre gru-
po de sustancias que constituye el substrato, adaptandose fermento y
substrato (decia Fischer) copio la llave lo hace en su cerradura.

Las leste-rasas catalizan la hidrolisis de los asteres, las amilasas
transforman al almidén en maltosa, las protejas hidrolizan a las
proteinas, la catalasa descompone al hidroperoxido, las polifenoloxi-
diasas catalizan la oxidacion de determinadas sustancias de naturale-
za fendlica, la emvilsina cataliza- la hidrolisis de los [3-glucésidos, etc.

Parece evidente que existe especificidad absoluta en los grandes
grupos de fermentos, porque los que actuan sobre los glicidos no lo
hacen sobre los lipidos ni sobre los prétidos, ni los que actian sobre
los lipidos lo hacen sobre los glucidos ni sobre los prétidos, pero en-
tré los diversos fermentos de cada grupo la especificidad en todos los
casos ya no es tan concreta (46).

Ya en 1894, E. Fischer demostré que la invertasa désdobja Unica-
mente a los glucésidos a de la d-glucosa y que el complejo enzimico
de la ernulsina desdobla a los (3-glucdsidos de la d-glucosa, pero no a
los a-glucésidos de ese mismo azlcar (47). Esta particularidad se
aprovecha para distinguir las dos series de glucésidos y para sepa-
rarlos cuando estdn mezclados. Con la invertasa se diagnostica saca-
rosa, y con la emulsina, los p-glucésidos en las plantas (ambas técni-
nicas son del profesor Bourquelot (48).

Segln la nueva teoria sobre especificidad de las carbohidrasas de
R. Weidenhagen, dichos enzimas ya no se ‘clasifican por su substra-
tos (sadarasa, maltasa, rafinasa, etc.), sino por la naturaleza quimi-
ca del cuerpo azucarado que son capaces de desdoblar; con ello se
circunscribe su especificidad a la constitucion y a la disposicién es-
pacial de los azlcares glucosidicamente copulados.

Weidenhagen admite cinco glucosidasas, con las que se aclaran



28 FLORENCIO BUSTINZA LACHIONDO

todos los desdoblamientos enzimaticos conocidos de los glucésidos y
de los oligosacaridos, también glucdsidos (49).

Enzimas Substrato
a -gfucosidasa. a- glucésidosj maltosa, sacarosa, turanosa, melecitosa.
i3 - glucosidasa. f3 - glucésidos: genciofoiosa, xelobiosa.
a -galactosidasa. a -galactésidos: mefibiosa, rafinosa.
i3 - galactosidasa. j3 - galactosidos: lactosa.
(3 - h -fructosidosa. i3 - h - metilfruotésidos: sacarosa, rafinosa, gencianosa.

La maltosa aparece como a-gluoosida-sa pura, mientras que la sa-
carasa puede actuar como a-glucosidhsa (inuertasa intestinal) o como
p-h-fructosidasa, de lo que resulta que ]a sacarosa puede considerarse
como glucésido y como fructésido, pues se desdobla hidroliticamente'
tanto por la a-glucosiclasa como por la P-h-fruatosidascl.

Weidenhagen afirma que la maltasa es capaz de desdoblar a la sa-
carosa. K\arstrom (50) siembra una cepa B. coli en medio con mal-
tosa y obtiene un preparadolcon elevado poder para desdoblar a la mal-
tosa, pero no a la sacarosa, lo cual parece estar en contradiccién con
el aserto de Weidhenhagen.

La dbnstitucion de los dos derivados de sacarosa: la rafinosa y la
melecitosa, asi como la constitucion de la gencbonosa y del hespironal,
de una serielvariada de glucésidos y también de la inulina y la iri-
sina, se aclard6 completamente mediante el analisis enzimatico.

En la desintegraciéon enzimatica del almidén observé Kuhn que
intervienen dos tipos de amilasas: la a y la P-amilasa, segin la con-
figuracion de la maltosa que liberan al actuar sobre él almidén.

Para Van Kinkenberg, el almidén estd formado por dos compues-
tos: uno que entra en un 64 % y 'esta en forma p-gluoosidica y s6lo es
d'esdoblable por la /3-awhilasa, y otro entra en un 36 % Yy posee estruc-
tura a-glucdsidica y s6lo se hidroliza por la a-aonilast. El glucégeno
se desintegra casi completamente por la cc-dmilasa, o sea que esta casi
exclusivamente formado por a-almidon.

Las amilasas de origen animal son casi exclusivamente a-amilasas,
en tanto que en los vegetales hay a y fi-amalasas.

Mas adelante me ocuparé de la especificidad de las polisacarida-
sas, elaboradas por ciertos microbios del suelo frente a los polisaca-
ridos capsulares de los neumococos.

El grupo da los fermentos proteoliticos ha permitido investigar
la estructura de las proteinas, llegandose a la conclusién de que la
copulacion tipo amido-carboxilica de los ami”o-acidos debe conside-
rarse como la Unica clase de enlace cierto y caracteristico de los al-
bumifioides.
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Los métodos enzvmaticos han adquirido particular significacién en
el ac’aramiento estructural de los acidos nucleinicos, y la dilucidacién
de la estructura del acido timonuc%°Anico sélo ha sido posible por la
cuidadosa, suave y progresiva desintegracion enzimatica.

Las amino-peptidasas y proteasas preparadas por Waldschmidt-
Leitz han permitido desintegrar ciertas fracciones hormdénicas, obte-
niendo de ellas sustancias méas puras (51).

Los fermentos de defensa, de los que me ocuparé mas adelante.’
son especificos para desintegrar las especiales proteinas que penetran,
natural o artificialmente, en el torrente circulatorio.

En los tejidos proliferantes animales existen péptidos formados,
no totalmente, sino probablemente en parte, por péptidos integrados
totalmente por asnino-acidos destrogiros o que sélo ‘contienen algunas
piezas de esta configuracion estereoquimica (52). WalLdschmidt-Leitz
tiene una técnica especial para el descubrimiento del fermento que
hidroliza los péptidos destrogiros especificos, del cancer.

" q UL G !
REVERSIBILIDAD DE LAS ACCIONES DIASTASICAS

Ya en 1892 Tammann sugirio la, idea de que las hidrélisis catali-
zadas por enzimas debian ser reversibles.

Corresponde a Croft HUI el mérito de la primera sintesis bioqui-
mica, pues haciendo actuar maltosa sobre una disolucién de glucosa
obtuvo una biosa, aunque no pudo identificarla como maltosa (53).

Diversas experiencias de Emmerling, E. Fischer y Armstrong y
otros no condujeron a nada decisivo.

Los trabajos de Pottevin, hacia 1906, demostraron la posibilidad,
utilizando preparados pancreaticos, de preparar oleatos de alcoholes
de la serie grasa y también mono-oleina del glicerol.

Bourquelot y Bridel, tratando de condensar en presencia de emul-
sina la d-glucosa con la saligenina en medio alcohdlico, obtuvieron, no
la salicina, sino el glucésido del alcohol. Este descubrimiento, logra-
do por azar, fué el punto de partida para la obtencién por sintesis,
mediante la emulsina, de diversos glucésidos de la d-glucosa y diver-
sos alcoholes primarios, secundarios y terciarios de la serie grasa y
de la serie aromética.

Precisamente, basada en la accion reversible de la emulsina hay
una ténica de Bridel para caracterizar a la glucosa cuando estd mez-
clada con otros azucares reductores o en liquidos complejos, como son
los extractos vegetales, y que consiste en utilizar la emulsina y el al-
cohol metilico en condiciones apropiadas (54). Si existe glucosa en el
liquido problema, se une por la accién de la emulsina al alcohol meti-
lico y se aprecia la sintesis del glucésido correspondiente por el cam-
bio del poder rotatorio y por disminucion del poder reductor.

En el caso de la emulsina, la reversibiwUid estd probada, pero en
otros fermentos no esta clara.

Rosenthaler, de sus estudios, dedujo que el fermento sintetizante
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no es el mismo que el hidrolitico. Hoy, siguiendo la terminologia de
Von Eider,-se hace terminar en esa a los fermentos que catalizan las
sintesis bioguimicas (lipesas, fosfatesa&, etc.).

El profesor Obdulio Fernandez y el Sr. Pizarroso, trabajando con
semillas oleaginosas, hallaron en corto ndmero la cualidad sintetizan-
te, prueba de que el fermento sintetizador de ésteres glicéricos (Upe-
sa) no es igual que la lipasa, que cataliza su hidroélisis. La semilla, de
adormidera, de accion medianamente hidrolitica, se revela cotio_la de
mayor poder sintetizante (entre las semillas por dichos investigado-
res estudiadas)-, y el ricino, de notable poder hidrolitico, se conduce
como de escaso valor en la sintesis de los glicéridos.

Existe en la levadura un interesante catalizador biolégico, la car-
boligasa, con una accion enzimatica excepcional. Se trata de un fer-
mento de funcién genuinamente s-intetizadora, concatenadora, que ca-
taliza la formacion de cadenas rectilineas carbonadas polieslabonadas.
Merced a dicho fermento, se puede llegar por sintesis bioquimica a
obtener cuerpos Opticamente activos;'por ejemplo, la l-efedrina, que
es un alcaloide; Para ello se siembra la levadura en liquido azucarado
que contenga 3 % de aldehido benzoico; al cabo de veinticuatro-cua-
renta y ocho horas de fermentacion a 35° se puede extraer, mediante
el éter, el fenilacetilcarbinol, debido a que la carboligasa ha unido al
aldehido benzoico con el etanal procedente de la fermentacién alco-
hélica, y el fenilacetilcarbinol, por hidrogenaciéon en presencia de la
metilamina, se convierte en l-efedrina, idéntica al alcaloide natural.

LEY DE ACCION

La accion de los fermentos .se desenvuelve ordinariamente segun
la ley de accién de las masas y se facilita por determinadas circuns-
tancias :" pH apropiado, temperatura conveniente, presencia de cier-
tos iones, etc.

La velocidad de las reacciones catalizadas por fermentos depende
de la concentracion del fermento y de la del substrato.

Si los productos de la reacciéon son eliminados por insolubiliza-
ciébn o porque se desprendan por tratarse de gases (caso de la cataba-
sa, que descompone al agua oxigenada en.agua y oxigeno molecular),
entonces la accion del fermento se continta indefinidamente (en el
caso de la catalasa hasta la descomposicion total del agua oxigenada).

En el caso de 'la invertasa, la fructosa, que se origina en la hi-
droélisis de la sacarosa, se fija sobre el fermento y lo paraliza, y en-
tonces su actividad disminuye con el tiempo, durante él que actla y
tiende a hacerse igual a cero.

Con frecuencia se lee que los fermentos actian a grandes dilu-
ciones y que la masa del fermento no juega papel. Esta ultima afir-
macién no es exacta, pues a diluciones convenientes se ve que la ve-
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locidad de la accion depende de la concentracion del fermento, lo que
lleva a considerar la accion de los fermentos como encajada dentro
de la ley de accion de las masas.

En el caso de la accion del sistema peroxida&a-hidj'operoxido so-
bre el pirogalol, la cantidad de purpurogalina formada es proporcional a
la concentracion del fermento hasta la concentracion limite, a partir
de la cual ya no hay aumento de efecto (Chodat).

Para estudiar la ley de accién de un fermento es necesario estu-
diar su velocidad dd accién a concentraciones diferentes, teniendo en
cuenta la concentracion del substrato y el tiempo invertido en lograr
un efecto determinado.

Los trabajos de Senter y Bach demuestran que la reaccion de des-
composicion del agua oxigenada por la catalasa sigue de modo satis-
factorio la ley de accidn de las masas, expresada en todas las expe-
riencias por ellos realizadas por la formula monomolecular (56):

dx
= K(@—x)
dt

siendo a la concentracién original del agua oxigenada y x la cantidad
descompuesta (medida por el oxigeno liberado) durante el tiempo t
Si escribimos la ecuacién de velocidad en la forma

dx

las variables se separan y la' soluciéon viene dada al integrar los dos
miembros por la ecuacién

Kt = — le(a— x) + ¢ = ¢— 1« (a?— Xx)

siendo c la constante de integracion. En el caso particular de ser x ~ o
y t — o, tendremos:

CLASIFICACION

No voy a detallarla. En dos grandes grupos encajan la mayoria
de las conocidas : hidrolasas' y redoxasas.

Las hidrolasa-s aceleran el momento de equilibrio de las reaccio-
nes hidroliticas y, segun el substrato, se clasifican en ‘esterasas, cm-
bohidtxisas, proteasas, etc.
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Las redoxasas o fermentos da oOxido-reduccion catalizan la deshi-
drogenacion de los substratos organicos, transportando al hidrogeno
de unas moléculas a otras y liberando energia de un modo fraccio-
nado, en pequefia pvoneda, segun la expresion de Szent-Gyorgyi. Es-
tos fermentos intervienen en la oxidacién bioldgica, en sus fases
anaerobia y aerobia. En la fase primera intervienen las dehidroge-
nasas, las codehidrasas, la flivinenzima, los citocromi b, cy a, y en
la fase final, en la que interviene el oxigeno, actua el fermento Es-
piratorio. En los vegetales intervienen, ademéas de las modehidrasas y
die la flavinenzima, las polifenoloxidasas y la oxidasa™ascorbica (56 bis).

En el grupo de los fermentos de dislocacién encajan la carboxilasu,
el complejo zimasa de la levadura y la catalana (fermento interesante,
pues existe en la mayoria de los seres vivos y esta encargado de re-
gular la produccion e impedir la acumulacién del hidroperoxido, y des-
empefia mision importante en la fotosintesis de los vegetales verdes).

Hay otro grupo, el da los ferm\entos fijadores de agua, asi: la urea-
sa no es una hidrolasa, pues la urea se transforma en carbonato amoé-
nico por simple fijacién de dos moléculas de agua. La alantoincusa, es-
tudiada por Fosse, fija agua sobre la alantoina y la transforma en aci-
do alantoico.

Hay un fermento singular que no encaja en los grupos citados, la
carboénico-anhidrasa, descubierta por Meldrupn y Roughton, en 1932,
en los eritrocitos. Este fermento forma CO02 a partir del bicarbonato
sddico de la sangre venosa.

El Dr. Villasanfy, en el Instituto de Investigaciones Médicas del
ilustre profesor Jiménez Diaz, practica valoraciones de este fermento
siguiendo el método manométrico de Meldrum y Roughton; opera con
sangre total (el suero inhibe al fermento), que luego diluye para he-
molizar a los hematies. También esta efectuando valoraciones de esto
fermento en jugo gastrico de aquilicos y con hipersecrecion.

CATALASA

Oscar Loew, en'1901, descubri6 la catalasa, fermento que cataliza
la descomposicion del agua oxigenada en agua y oxigeno molecu”r.

Ejerce este catalizador papel primordial en los procesos respira-
torios, regulando la produccién e impidiendo la acumulacién del hi-
droperéxido. .También interviene en la funciéon clorofilica.

En la mayor parte de las semillas el poder germinativo «estd inti-
mamente relacionado con su actividad patalésica (56).

La investigacion de la gatalasa bacteriana puede servir como en-
sayo preliminar para el diagndstico diferencial de ciertas especies
bacterianas del mismo grupo o de grupos diferentes (56).

Existe un método rapido de analisis del siéplo, basado en la ac-
cion catalitica de las bacterias del suelo isobre el agua oxigenada (56)
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La cifra de catalasa de la leche es un indice d© su riqueza en bac-
terias y puede servir para dictaminar acerca de su grado higiénico (56).

La accion catalasiCa de la sangre viene condicionada por los >éri-
trocitos, pues el fermento esta adherido al estroma de los hematies.
La actividad cata'dsica de la hemoglobma 4| tan reducida, que pue-
de Ns'er despreciada.

Se llama cifra de ca-talasp, de la sangre la cantidad de agua oxi-
genada descompuesta en un tiempo determinado por una cantidad

Cifra de catalasa
fija de sangre, y se llama indice de catalasa a la relacion —------------m---—-
NUm. ide hematies

Hay cambios en la actividad catalasica de la sangre en las ane-
mias, aunque no siempre la cifra de catalasa es-baja en las sangres
pobres.

En la anemia 'perniciosa, segun Niessen (57), hay aumento de oa-
talasa, lo cual depende del aumento de volumen de los hematias y de
la riqueza en fermento de los elementos juvenitos (por esta razén en
la sangre de los recién nacidos hay cifras a'tas'de catalasa).

En diversas enfermedades se ha observado disminucién del con-
tenido catalasico de la .sangre: tubercidosis, diabetes, neumonia, ti-
fus, nefritis, urepiia, etc.

Segun Waldschmidt-Leitz, en el higado hay aumento de catalasa
en el cancer (58).

- Ottenstem y Pastinsky han investigado en ratas con tumores tras-
plantados, y concluyen que el cancer provoca oscilacion en ei conte-
nido de todos los fermentos y que sélo el cociente catalasa/peroxidasfi
se mantiene constante (59).

OttenstHn Jia determinado la cifra de catalasa en dializados de
piel y concluye que ofrece interés, puesto que es el mas fina, indicador-
de los procesos de o6xido-reduccion en la iel.

Mairchionini y Ottenstein han investigado la catalasa tn liquido
céfalo-raquideo (60).

Las orinas piuricas, por su riqueza en leucocitos, descomponen in-
tensamente al agua oxigenada,

OXIDASA Y PEROXIDASA

La oxidasa directa (en el sentido de Chodat y Bach), laccasa de
Yoshida y Bertrand, se investiga por la coloracion azul que da a la
emulsion‘obtenida con tintura de guayaco reciente, coloracién azul con
la bencidina, formacién de purpurogalina con el pirogalol, formaciéon
de quinhidrona al actuar sobre la hidroquinona, etc.

La peroxidasa da esas mismas reacciones, pero en presencia del
agua oxigenada.

La oxidasa y peroxidasa so6lo existen en los leucocitos de proge-
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nie mieloide, y tiene interés en Hematologia su investigacion en las
extensiones de sctngrfe para diferenciar los leucocitos de la serie
mieloide de los de la serie Hnfoide (que en algunos casos puede ser
dificil diferenciar por los métodos de tincién corrientes).

Las oxidasas léucocitarias se evidencian por la técnica dé Schultze
con a-naftol y dimetilpa~afe~ilendimnina, cuerpos que por la accidn
da la oxidasa se combinan para engendrar el azul de indofenol en
granuios azules localizados en el 'ugar correspondiente a las oxidasas
léucocitarias. 7

Para la investigacion de las peroxidasas puede seguirse la técni-
ca de Krisibich o la de Sato (con bencidina y agua oxigenada).

El contenido en oxidaseos léucocitarias disminuye con la anestesia
(con éter), observandose qué cuanto mas dura la anestesia mas po-
breza se observa en granuios oxidasicos. Con las inyecciones de his-
tamina también disminuyen las oxidaisas. léucocitarias (Habelmann, 61).

La accidn téxica de la anestesia por el éter, y posiblemente por el
cloroformo, sobre las oxidasas léucocitarias es, evidente y digna de te-
nerse en cuenta, pu:s desempefia, junto con las peroxidasas y catalasas,
funciones de importancia. . * ,

La investigacion de sangre 'en heces como medio’ de descubrir he-
morragias ocultas en estbmago o intestinos se base en las propieda-
des peroxidasicas de la hemoglobina (por contener hierro y nucleos
pirrélicos). Puede recurrirse a la prueba con bencidina y agua oxi-
genada, pues la bencidina pasa a difenoquinondiimina, que reaccio-
nando con mas bencidina se transforma en un cuerpo de coloracién
azul. No estd de mas recordar que esta prueba, debe practicarse so-
metiendo al enfermo a una dieta- especial, sin carne (que contiene san-
gre) y sin ciertos alimentos vegetales (que puedan contener peroxida-
sas), y comprobando que el enfermo no tiene hemorragias en las en-
cias (que pueden producirse por el simple cepillado de dientes) ni he-
morroides.

Cuando se investiga sangré en oiiw\a con bencidina o con emulsion
de tintura de guayaco en presencia de H202 es necesario tener pre-
sente la posibilidad de que existan leucocitosfecuyas peroxidasas den
positivas las reacciones empleadas para explorar la presencia de san-
gre, y por ello es indispensable hervir previamente la orina, pues a
esa temperatura se destruyen las peroxidasas léucocitarias, conservan-
dose, en cambio, intacta la hemoglobina, que sigue dando + aquellas
reacciones. ldénticas precauciones deben adoptarse al investigar san-
gre en jugo gastrico y en heces.

La peroxidasa de la lealie de vaca se destruye a 70-80° La inves-
tigacion de la peroxidasa en la leche (ensayos con la emulsion de tin-
tura de guayaco, con el guayacol, con la dimetilparafenilendiamina,
etcétera, en presencia del H202) permite diagnosticar si una leche
esta cruda o averiguar si no ha sido sometida a temperaturas supe-

riores a la de destruccion de la peroxidasa, siempre, claro esta, que
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no se le haya adicionado después del tratamiento térmico preparados
con peroxidasa activa, como emulsion de chufas o de soja, o simple-
mente una papilla hecha triturando patatas con i“gua.

La leche procedente de glandula inflamada, mamitis, que es tan
frecuente en. nuestras vacas lecheras, por su rigueza en polinucleares,
da fuertemente positivas las reacciones de la faroxidasa.

Raudnitz demostré la existencia de peroxidasa en el calostro de
mujer' y lo relaciond con la existencia de polimicleares, afirmando que
dicho fermento desaparece cuando el calostro es sustituido por la le-
che hacia el séptimo u octavo dia después del parto.

El profesor Marfan ~demostré que en, el 8 % de Jos casos, la leche
de mujer, varios meses después del parto, daba también positivas las
reacciones de la peroxidasa, aunque menos intensa que el calostro. Esta
peroxidasa seria debida en la leche normal a la presencia de pequefio
nuamero de leucocitos o de restos de polinucleares. El que en algunas
mujeres sea constantemente negativa dicha reaccion se debe a una
insuficiencia en la .secrecién lactea—por eso es esta contingencia mas
frecuente al final de la crianza—o a que se trata de madres fatiga-
das o enfermas (62).

Como el retorno de la menstruacién provoca en la leche de algu-
nas mujeres una reaccién calostral, se comprende que en esos casos
la reaccion de peroxidasa en la leche sea fuertemente positiva, y por
eso cuando un nifio criado a pecho presenta fenémenos dispépticos, mas
0 menos graves, se examina la leche de la nodriza, y si da peroxidasa
fuertemente-positiva, se trata de un retorno a la menstruacién, pe-
riodo durante el cual la leche es posible contenga sustancias téxicas,
que.provocan aquellos trastornos.

El gonococo y el meningococo poseen oxidasas, cuya investigacion
puede ayudarnos en el diagnéstico clinico dé dichos gérmenes. Se
vierte sobre la placa en que se han desarrollado las colonias una di-
solucion de clorhidrato de tetramWilparafenijfendiamina al 1 % (pre-
ferible al dimetil, pues da reacciones mas rapidas y no mata tan pre-
cozmente a los gérmenes), se da un ligero movimiento y se escurre el
exceso. Las colonias purpureas (reveladoras de oxidasa), si se han
aislado de un espermocultivo, son de Gonos si al ser repicadas y ob-
servadas estan formados por Diplos-gnam-negativos. Si las colonias
que dan oxidasa positiva se han aislado de una siembra de liquido cé-
falo-raquideot son de M”ningococos si aparecen formadas por Diplos-
gram-nCgativos.

Pérsico, en su tesis doctoral, afirma que.el gonococo contiene, ade-
mas de oxidasa, peroxidasa, y recomienda impregnar un papel de fil-
tro en disoluciéon de bencidina que contenga acético y agua oxigena-
da y utilizarlo como excelente piedra de toque para identificar las
colonias sospechosas de gonos, desplazando sobre dicho papel el asa
cargada del material, pues aparecera inmediatamente una coloracion
verde (63).
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DIAMINO-OXIDASA

Se trata de un fermento que oxida cuerpos que poseen dos gru-
pos basicos (por ejemplo, cadaverina, putrescina). Se halla en la pla-
centa, esperfiYba, mucosa intestinal, higyido, rifion, y se ha observado
que durante el embarazo, y a partir ya desde las primeras semanas,
hav un aumento elevado d¢ diamirio-oxidasa, que puede servir para
e] diagnostico precoz del embarazo.

Con gran constancia en e' suero de embarazadas se revela la pre-
tenda de diamino-oxidasa, y su actividad se deduce del consumo de
oxigeno en la oxidacion de la cadaverina o indirectamente por la va-
loracion de amoniaco liberado que se extrae por destilacion y se de-
termina colorimétricamente (64). 1 -

LIPASAS

Eberlé, en 1834, observo que el jugo pancreatico posee la propie-
dad de emulsionar las grasas.

En 1855i Claude Bernarcl demostr6 que los aceitas o grasas nheu-
tras en general, agitados con jugo pancreatico, dan rapidamente
emulsién, cuya acidez aumenta poco a poco por liberacién de &cidos
grasos.

Sckitzpnberg, en 1877, fué el primero en atribuir a un fermento
la hidroélisis de las grasas, y Green, en 1889, extrajo la lipasa de las
semillas del ricino en germinacidn.

En 1896, Hanriot hall6 lipasa en la smigre, y en 1906, Arthus lo
confirmé.

Las semillas oleaginosas son ricas en lipasa, 'especialmente la de
ricino, que se utiliza en 'a industria para la saponificacion de grasas.

La acidificacion y enranciamiento de las semillas oleaginosas y
de los aceites 'esta catalizada por la intervencion de lipasas.

, Quagliariello y Scoz han hallado en el tejido adiposo lipasa, que
desdobla glicéridos de acidos grasos de elevado peso molecular, y, se-
gun ellos, también ;se pueden extraer del tejido adiposo fermentos que
deshidrogenan”5) al &cido estearico (*), pero no a sus ésteres. Es-
timan que la movilizacién de la grasa va precedida de 'hidrolisis de
grasas neutras y desaturacion de acidos grasos liberados para ha-
cerlos mas solubles y difusibles, y consideran posible que los mismos
procesos tengan lugar en los fendmenos reversibles de depoésito de

grasas.

(*) El Dr. Grande Covian ha determinado la estearico-dehidrogenasa
y la palmitico-dehidrogenasa en las semillas de Agrostemma cvelirosa. y
Papavér somniferum (66).
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Virtanen y Suomalainen han observado interesantes transforman
dones de lipassi® exdgena,'en el organismo animal. Inyectan lipasa de
pancreas de cerdo en vena a conejo y observan un aumento propor-
cional en'la esterasa hepatica. La Upasa asi almacenada en el higado
es, sin embargo, verdadera esterasa hepatica, y no es inhibida por
el atoxil (*) y actua débilmente sobre el aceite de oliva. La especifici-
dad enzimatica en el organismo se adapta al medio (67). ,

En enfermedades de los diferentes 6rganos que contienen lipasa
se observa en el suero sanguineo !a presencia de las lipasas corres-
pondientes a esos Organos, lo que demuestra que en las alteraciones
funcionales hay derrame de sus lipasas al torrente circulatorio.

La posibilidad de diferenciar lipasas de 6rganos se basa en su es-
pecial modo de responder a l4 accién de la quinina y del atoxil (**)..

Rofa y colaboradores'dan la siguiente clasificacion de la)s lipasas :

Procedencia Atoxil Quinina
Suero. Sensible. Sensible.
Higado. Sensible.’ Resistente.
Rifi6n. / Sensible.” = Resistente.
Péncreas. Resistente. Sensible.
Tiroides. Resistente. Resistente.

Fiessinger y Gajdos consideran a la suero-lipdsa como hepatoli-
pasa, basdndose en que en casi todas las enfermedades con insuficien-
cia hepatica hay disminucién de la sero-Upasa (en 30 casos investi-
gados de cirrosis hepatica observaron dispiinucién >en la sero-lipasa
en 26) y que el estado general mejora paralelamente al aumento de
la sero-lipasa. En J]a intoxicacion por el fosforo también hay dismi-
nucion de, la lipasa hepética y de la sero-lipasa..

Es muy interesante el hacho de que la inyeccién de lipasa hepa-
tica en el higado aumenta la resistencia de los animales a la accion
toxica del fosforo.

Fiessinger ha demostrado los buenos efectos de Ja inyeccién de
lipasa hepatica en el tratamiento de las cirrosis (69).

Polack considera de'un gran valor para la prueba funcional del hi-
gado la determinacién en el suero de la lipasa qtdnin-resistente, y
Denstadt estima que dicha prueba es de mayor valor que la reaccion
de Takata.

(*) Waldschmidt Leitz, en la pag. 40 del An. Rev. of Biochemistry,
1934, dice asi: «The lipase thus stored up in the liver is, however, true li-
ver esterase, it acts for exemple very stightly on olive oil and is not inhi-
bited by atoxil».

(**) Segin H. Shnon, los hematies contienen lipma activa, resistente
a la quinina y al jatoxil, y por eso en los procesos< hemoliticos se observa en

l& sangre la presencia de lipasa. quinin y atoxil-resistente.
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Segln M&yer y Jahr, la presencia en el suero de una quinin-resis-
tenté lipasa, indica destruccién de células hepéaticas, aunque no siem-
pre existe paralelismo entre la cantidad de sero-lipasa y el grado de
afecciéon del higado.

Para Friess y Hallay, en enfermedades agudas y difusas de las
células hepéticas, en la ictericia catarral, ictericia salvarsaniea, en
la hepatitis sifilitica, en la gumma hepatica, con gran regularidad se
halla en el suero lipasa quinin-resistente,. mientras, que en la cirrosis
hepatica, en el éxtasis del higado (stauungsleber) y en el carcinoma
hepatico, esas lipasas no siempre se encuentran (70).

Gottron, petow vy, Schreiber, en xantomas, junto con hipercolesteri-
nemia alta, observan disminucion de lipasa y presencia de quininr&sis-
tente lipasa en la sangre, mientras que las deméas pruebas funcionales
del higado eran normales.

De todos estos.trabajos puede deducirse que en ibes trastornos dé
la funcion Hepatica puede confirmarse la presencia en el suero de una
lipasa quininresistente.

En el cuadro de Rofia vemos que también la renolipasa y la tiroi-
deolipa&a son quinirwesistentes, y también lo son la. pulmol'ipasa y la
suprarrenolipasa, y por eso la presencia de lipasa quininresistente en
el suero no siempre podra atribuirse a alteraciones de la cé'ula hepa-
tica. Petow y Schreiber hallaron en el suero la presencia de quinin-
resistente lipasa, también en glomevulonefritis graves, nefrosis y
esclerosis renal, y Jorns (72) la hallé en adisonianos (*).

En las intoxicaciones por el alcohol y por el fésforo la presencia en
el suero de lipasa quininresistente debe considerarse como reflejo de
la penetracion dyp acidos biliares en la sangre, los cuales incrementan
la quininresistencia de la lipasa de la. sangre. Avellone y di Macco opi-
nan que en las enfermedades hepéticas' es posible que ocurra tam-
bién eso.

En el suero normal no existe lipa*sa atoxU-resistente; y como la li-
pasa pancreatica lo' es atoxil-i*asistente, su presencia en la sangre
indicara alteraciones clel pancreas, aunque un resultado negativo no
permite inferir la no existencia de enfermedad del pancreas.

En agudas necrosis del pancreas y en pancreatitis crénicas se ob-
serva fuerte aumento de lipasa atoxu-resistente en la sangre.

D’lgnazio ha determinado en enfermos diabéticos la presencia de
atoxu-resistente lipasa (73). 1

Bernhard ha observado la presencia de lipasa atoxil-resistente en
ios tejidos cancerosos y en el su'ero de esos enfermos, y que después de
la operacion la serolipasa se normaliza, y si no ocurre asi es que aun
hay restos del tejido canceroso.

(*) Jorns ha descubierto que lipasa suprarrenal es sensible al hidrato
de cloral y que no lo es la lipasa normal del suero, ni la hepato-lipasa, y
que también hay lipasa sensible &l hidrato de cloral en el suero de enfer-
mos de hipemefrosis.
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Numerosos trabajos se han publicado sobre la tuberculosis y acti-
vidad lipolitioa del suero. Clerc, en 1902, fué de los primeros en mani-
festar que disminuye la actividad lipasica del suero de tuberculosos,
hecho que ha sido confirmado por diferentes investigadores. En pro-
cesos tuberculosos benignos se observan so6lo pequefias modificaciones
en el titulo de lipasla del suero (normal o ligeramente elevada). Cifras
altas de Upasa se observan en tuberculosis graves.

Para Zom, la disminucién del titulo de lipasa pu'sde tomarse-como
signo desfavorable en el proceso tuberculoso, aunque ha observado, ca-
sos graves con lipasa normal (75).

Segun Kanocz, el proceso tuberculoso en animales infectados con
bacilos mejora por inyeccién de lipasa (76). Si esto fuera cierto seria
prueba concluyente de que las envolturas del bacilo habian sido ataca-
das por la lipasa. Estas experiencias, han llevado a algunos al ensayo
terapéutico de lipasa para el tratamierito de la tuberculosis.

Bloch fué el primero en investigar la lipasa de la orina, y demos-
tr6 que era quininresistente y de procedencia renal. En las enfermeda-
des de] rifidn aumenta la lipasa urinaria.

Segun Zom, la presencia de lipasa en la orina de adultos debe in-
terpretarse en general como patoldgica. En la tuberculosis la aparicién
de lipasa en cantidad grande en la orina es considerada como de pro-
noéstico desfavorable, y en otras enfermedades infecciosas la desapari-
cién de lipasa en la orina puede tomarse como signo de mejoria o de

»curacion.

La leche de mujer contiene ‘lipasa, que es activada por el jugo gas-
trico y no se inactiva por. el atoxil o. por la quinina; en cambio*, las
leches de vaca, cabra, perra y coneja no contienen lipasd.

COLINESTERASA

GauMelet sefial6 el caracter hormonal de la colina, cuyo grupo al-
cohdlico se esterifica facilmente en el organismo, principalmente por el
acético, forméndose la acetilcolina; tanto ésta como la colina presiden
los movimientos intestinales,.

La acetilcolina se destruye (inactivaridose) rapidamente por la ac-
cion de la colinesterasa, que le desdobla en colina y acético. Este
fermento se encuentra en la sangre, cerebro, higado, etc.

La fisostigmina o eserina, y también la prostigemina (*), inhiben a
la colinesterasa, y por eso la inyeccion preliminar de eserina aumenta
el efecto farmaco’égico de los ésteres de la colina en los- casos que se
han ensayado. ,

{*) La prostigmma se utiliza para tratar satisfactoriamentella astenia
muscular. Vemos en este caso relacion evidente entre su accién terapéutica
y la accion inhibitriz sobre la colinésterasa.
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La coilin&sHerasa protege al organismo de la intoxicaciéon por la
acetilcolina, que es considerada como el transmisor quimico del im-
pulso nervioso. Dale llama cjiolinergic nerves a los que como el vago
recurren a la aoptilcolina o sustancia similar para transmitir sus efec-
tos, y adrenergic nerves a aquellos cuyos efectos se transmiten por la
liberacion de la adrenalina o sustancia similar. El estimulo de los pri-
meaos determina la aparicion de acetilcolina en el liquido que los bafa,
hecho descubierto precisamente basandose en que la estrifia protege a
13 acetilcolina de su destruccion por la coliriosterasa (77).

Vei;ebély?(78) ha observado disminucién de colinbstér*sa en sangre
después de pérdidas de sangre. Y Antopol, Tuchman y Chifrin han
observado que disminuye dicho fermento en cirrosismhepética, hepati-
tis, fiebre, anemia y poliartritis, y aumenta en 'el hipertirloidismo y
diabetes grave no tratadas (79).

El Dr. Villasante (en el Instituto de Investigaciones Médicas) hace
determinaciones de colinesterasa en vasos Warburg, modelo de respi-
raciéon, utiliza como substrato acetilcolina Roche al 0,125 % y opera
a un pH-8; el acético liberado actla sobre liquido Ringer, y el C02
producido lo mide con el manémetro del Warburg. Ha practicado mul-
tiples determinaciones en sangres de personas normales y alérgicos
(asmaticos y jaquecosos) y en sangre dé conejos sanos y distroficos.

S'iigtn Zeller (80), tanto la acetilcolina como la colinesterasa estan
en estrecha dependencia con la funcién sexual. En perros tratados con.,
folipulina asciende la colina en el Gtero desde o hasta 0,4 mgs. %, y
frenta a esa inundacién de acetilcolina reacciona el organismo aumen-
ando su contenido en colinesterasa en higado. Si se castra a una rata
hembra disminuye la colinesterasa, y cuando a ese animal se adminis-
tra estradiol aumenta, alcanzando los limites normales o mas elevados.

En el embarazo, donde la formacion de foliculina es grande, sufre
aumento la cifra de acetilcolina y de coline-sterasa* y desciende después’
del parto.

e En el climaterio la colinesterasa es activa y la acetilcolina dismi-
nuye frente al. déficit de hormona folicular, apareciendo trastornos cir-
culatorios que desaparecen, bien con la administraciéon de acetilcolina,

o de foliculina.

FOSFATASAS

Son los ferpnentos que catalizan la hidrolisis de los asteres fosfori-
cos. Son los agentes de movilizacion del ion fosférico, condicionando asi
todo el metabolismo fosforado, del que a su vez dependen otras proce-
sos metabdlicos (por ejemplo, el metabolismo de los glacidos, de los
lipidos y de los protidos). Desempefian papel importante en la osteo-
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génesis y en la osteolisis, en la absorciéon intestinal y en la eliminacion
renal de los compuestos fosforados.

El primer periodo en el estudio de las fosfatasas fué inaugurado
por los investigadores japoneses Suzuki, Yoshimura y Takaishi,
en 1907, localizando dicho fermento en diferentes tejidos (81).

El segundo periodo fué inaugurado, hacia 1920, por Robison y Kay,
que se esforzaron en preparar fosfatasas de la mayor puraza posible
y precisaron su modo de accion y sus caracteres.

En todas las células (vegetales o animales, bacterias, mohos) exis-
tan fosfatasas capaces de hidrolizar los ésteres fosféricos. En los ma-
miferos los tejidos mas ricos son: los huesos de los animales jovenes,
el rifion y la mucosa intestinal. En los vegetales existe en las semillas,
hojas, tubérculos, raices, granos de polen, etc.,, siendo especialmente
ricas en fosfatusa las levaduras, pues dichos fermentos presiden a la
formacién y a la hidroélisis de los ésteres hexosafosforicos en la fer-
mentacion alcohdlica de los glucidos.

No existd una sola fosfatasa, sino un numero 'variado de estos fer-
mentos, cuya especificidad puede ser fijada con mayor o menor rigor.

A continuacién doy la clfisificadion general de las fosfataseis”™ de

FOlley y Kay (82) :

>

TmogoOw

Clase de fermentos

Fosfomonoesterasas.

Fosfodiesterasas.
Pirofosfatasas. «

Metafosfatasas (*).

Fosfoamidasas.
Otras fosfatasas:
Lecitinasa.

Fitasa.
Adenilpirofosfatasa.
Hexosadifosfatasa.

Substrato hidrolizado

Todos los monoésteres del ortofosforico (glicerofosfatos,
,monofenil y monometilfosfatos. etc.; nucledtidos).
Todos los diésteres del ortofosférico.
Sales y diésteres simétricos del acido pirofosforico.
Sales del &cido *metafosférico.
Amidas del acido fosférico (fosfocreatina).
Actian sobre un solo substrato.
Lecitinas.
Fitina.
Adenilpirofosfatos*
Hexosadifosfatos.

En el grupo A de fosfatasas distinguen Jemier y Kay cuatro sub-
grupos, atendiendo a su pH 6ptimo, velocidad relativa de su accion
sobre el alfa o betaglicerofosfato y por la accién que sobre ellas ejer-
cen los iones de Mg (83).

(*) La metafosfatasa es el Unico fermento capaz de actuar sobre un
substrato inorganico (metafosfatos) que no existe en las células.
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Velocidad relativa de hi-
sub Localizaci6 H 6ptimo drolisis del del g recto de los
ocalizacion. optimo rolisis e a o e .
ubgrupe P P ones Mg

glicerofosfato

A| Hueso, rifién, intestino, 9,10 R o> * Activador.
glandula mamaria. '
- plasma, leucocitos.

An Salvado de arroz, bazo, 4,5 R > a m No activador:
higado, jpancreas, ri-

r -

fion.

Ani ” Takadiastasa del A. ory- 3,4 B> a Activador.
zae.

Aiv Herpaties, levadura. 6 ) « > B Activador.

Todas las fosfatabas no trabajan al mismo pH. Hay un subgrupo
dentro de] A al cual Kay le ‘designa con el nombre de A,, cuyo
pH 6ptimo es, en medio alcalino;' hacia 9, y otros tres subgrupos :

A3 A4 cuyo pH 6ptimo es inferior a<7; es decir, la acidez del medio
~los favorece.

Las del tipo At Rapidamente se inactivan a 37° en las proximida-
des del pH o6ptimo y en ausencia del substrato, pero en prfesencia de
éste la inactivacion ieb méas lenta. Segun Belfanti, la fosfomonoeste-
rasa Ax'del higado, de los huesos y del rifion se inactiva por ligera
acidificacion del medio. La fosfomonoesUrasa A3 de la Takadiastisa
del Aspergillus oryzae, estudiada por Akamatsu, tiene un pH 6ptimo
de 3,4, y la' fosfomonoesterasa A4, de los hematies de los mamiferos,
estudiada por el profesor Roche, tiene un pH dptimo de 6,0 a 65 vy
actlla con mas intensidad y rapidez sobre los alfaglicerofosfatos que
sobre los betaglicerofosfatos; en cambio, la de los huesos actla
mejor sobre los beta que sobre los alfaglicerofosfatos.

En 1927, Erdtmann descubrié la influencia favorable de los iones
de iMg, a débil concentracién, sobre las fosfatasas, y en 1932 fué es-
tudiada esta accion por Kay. La A3y la AIV son activadas, pero no
la Ag *

’ L ]

Robison publicé en 1923 un trabajo interesante, en el que di6 cuenta
de la existencia en los huesos de una fosfatasa que participa en la
osificacion. Demostré que huesos de jovenes ratas en crecimiento (en
especial la region epifisaria de los huesos conteniendo el cartilago de
conjugacién), colocados en disolucion de hexosamonofosfato, desdo-
blan al &ster en hexosa y acido fosférico, y que utilizando como subs-
trato dd 'dicha accién enzimatica glucosa monofosfato barico se pro-
duce un precipitado de, fosfato barico. Estas experiencias le hicieron
ver el papel fisiolégico de la fosfatasa en la minémlizaciéon de lo's
huesos, (84).

La fosfatasa de los huesos pertenece al grupo‘Aj de Kay.

El profesor Lora Tamayo ha modificado la técnica de Robison de
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preparacién de la fosfatasa de los huesos, logrando obtener una en-
zima de mayor actividad (84 bis).

El estudio histoquimico de la reparticion dé la fosfatasa en epifisis
de los huesos largos de mamiferos (conejo y hombre) iniciado po*r Ro-
bison fué proseguido' por Policard, Péhu, Roche y Bouoaumont, y ha
permitido comprobar que existe, paralelismo estrecho entre intensidad!
de la calcificacion y contenido en fosfatasa de las diversas formaciones
histologicas contenidas en esa region de los huesos largos en creci-
miento. El cartilago hialino que no se calcifica no contiene fosfatasa, y
el cartilago de conjuncién es rico, y mas lo es adn la miytéfisis sub-
yacente, y conservan intacto “in vitro” el mecanismo apto para reali-
zar la calcificacion.

El plasma aporta a los humores iones de Ca+ + y en menor cantidad
iones PO.(, paro ademéas ésteres fosforicos que encierran una propor-
ciébn de 0,5 a 1 mg. de P en 100 c. C La fosfatasa de los huesos es la
gue regula su hidrdlisis, con lo cual determina un enriquecimiento de
los iones P04, llegando un momento en que se sobrepasa el producto
de solubilidad del fosfato tricalcico, con lo que se provoca la precipi-
tacic'):n de esta sal. )

En el hombre la calcificacion de Ha rétula no comienza antes del
tercer aflo d< su vida y se prosigue lentamente hasta la pubertad.
Antes de la. aparicion de este centro de osificacion no existe fosfatasa
en la rétula, y en cambio, este hueso -33 rico en enzima cuando esta en
plena osificacion.

No se puede dudar que la fosfatasa es un factor de aceleracion de
la calcificaciéon de los fn\esos, aunque éstos pueden evolucionar fuera
de toda actividad enzimatica importante.

Cambios muy interesantes tienen lugar en la actividad fosfatasica
de la sangre en diversas enfermedades, especialmente en enfermedades
de los huesos generalizadas : osteitis deformans, osteitis fibrosa gene-
ralizada, osteomalacia y raquitismo. En ellas se observa augmento de la
actividad fosfatasica del plasma, y se eleva en ocasiones a unas veinte
veces sobre la cifra normal (*).

El doctor Grande Covian, que ha investigado fosfatmas en raqui-
ticos, ha temido la amabilidad de comunicarme lo que sigue: “Eh la
encuesta sobre el estado nutritivo de la poblacién de Vallecas, s6lo he
visto marcado aumento de fosfatcdsa jen tres nifios, todos con raquitismo
en actividad, entre mas de un centenar de observaciones.”

El doctor Eloy Ldépez, en el Instituto de Investigaciones Médicas del
profesor Jiménez Diaz, practica determinaciones de fosfatafia en sue-
ros de reumaticos ; sigue la técnica de Bodansky, con la modificacion
de utilizar él colorimetro fotoeléctrico Leitz-Méss.

(*) En los huesos raquiticos existe exceso de fosfatasa, que se derra-
ma a la sangre. La carencia de vitamina D va acompafiada de alta cifra
de fosfatasa en suero. La vitamina D es considerada por algunos como
activador dé la fosfatasa.
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La bUis es una ¢veredén rica en fosfatasa, lo que explica el que la
fosfatasemia aumenta en las ictericias por retencion (diferencia con
las ictericias hemoliticas). Las afecciones hepaticas es posible que de-
terminen una mala absorcién intestinal de fosfatos y sales de calcio
por eliminaciéon biliar defectuosa; si esto fuese comprobado— afirma
Filippi—estaria indicada una medicacién rica en fosfatasais.

La sangre de cancerosos acusa gran actividad fosfatasica, que mar-
cha paralela con el progreso del tumor. Si persiste la cifra alta die fos-
fatasa en sangre puede deducirse que haya metastasis, y entonelas
estaria contraindicada la intervencién (85).

Por la orina se eliminan fosfatabas. Es posible y probable que las
fosfatasas alimenticias (que no son digeridas por la pepsina ni por la
pancriatina) sean absorbidas, pues la eliminacion de fosfataseis por la
orina aumenta después de las comidas.

La orina normal contiene fosfatasa (Dmochowski-86), siendo la
orina de la noche méas rica en fosfatasa en el hombre ~ causa de mez-
c’'arse con liquido prostético. Wolbergs hallé relacién entre el metabo-
lismo de los hidratos de carbono y la fosfatasa urinaria (87), obser-
vando que con el recargo de insulina aumenta dicha fosfatasa y
también en la hipoglucemia. Para Brugsch y Hortels la insulina es
coenzima de la fosfataba (88).

Segln Kutscher, la préstata es el 6rgano mas rico en fosfatasa, y
por eso el liquido prostético da cifras muy altas de fosfatasa (89).

El investigador japonés Im&gama ha investigado fosfatabas en
esputos de tuberculosos; y comprobando que una elevada cifra de fos-
fatasa puede considerarse como signo de favorable pronéstico, y que a
mayor actividad fosfatadsica menor es el"nG-m>ero de bacilos del esputo.

Aunque la investigacion de fosfatasa no es sencilla para los usos
corrientes de la clinica, no obstante, ofrece gran interés, pues permite
deducir la marcha de diversos procesos patoldgicos.

La leche cruda chntiene fosfatasa, que se destruye por pasteuriza-
cién con mas lentitud que los organismos patégenos mas resistentes al
calor que puedan presentarse en la lache, de tal forma que la ausencia
total de la fosfatasa en una muestra de leche pasteurizada es una buena
prueba de que los microbios patégenos han siido destruidos,., También
se aplica este criterio a la pasteurizaciéon de la crema y mantequilla (90)

LECITIN ASA

La hidrolisis de la lecitina no es obra de un solo fermento, sino de-
un complejo de fermentos.

Se admite, que la primera etapa en \a degradacion de la lecitina
consiste en la separacién de una molécula de acido graso no saturado
y liberacién de la iisodtina por la accién de una fosfolipasa, que Uni-
camente actla sobre los fosfolipidos, siendo la lipa\sa y la butirasa
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incapaces de realizar dicha accion. Un segundo fermento cintra en la
constitucion de la lecitindsa, pero ya no es fermento especifico de la
lecitina, pusis se trata de un di”sterasa que ataca a la ligadura del fos-
forico con la colina, o la del fosforico con el glicerol, liberando colina
o glicerol, y un monoester fosférico sobre el cual actuara una mono-
esteram, para dejar en libertad ei fosférico y & alcohol con el cual esta
esfcerificado.

El veneno de la cobra (Naja trijpudians Merr) y el de la vibom
(Viperta aspis Merr) contienen fosfolipasa y a expensas de la lecitina
forman la lisocitina, sustancia dotada de alto poder Remolitico (91).

Es precisamente a la saponificacion parcial de la lecitina que se
atribuye la propiedad 'hemolitica de dicha sustancia una weiz que es
mezclada con el veneno de cobra.

La accion litica de la lisocitina va precedida de su unién inmediata
con el colest&rol hematico, molécula a molécula, formandose un com-
plejo indiferente (lisocitina + aolesterol) desprovisto dé accién'hemo-
litica, pero que tiene la particularidad de retener el agua 'con grtan
knergia. De esta forma, al unirse la lisocitina con la colesterina 'de los
hematies, aumenta el coeficiente de imbicién de éstos en proporcién
tal, que estalla la membrana celular difundiéndose el contenido cellar.

La lisocitina no es un tdxico exclusivamente hemético; actla sobre"
la mayor parte de las células, destruyéndolas (leucocitos y células de
diferentes tejidos), y si la dosis empleada es suficiente, afirma Ledebt,
las disuelve totalmente como a los hematies.

La lisocitina obtenida con la fosfolipasa del veneno de cobra posee
un poder citolitico muy intenso frente al estreptococo, al cual lo hiper-
trofia y luego disocia en zonas netamente diferenciadas. En los cocos
asi lisados quedan unas granulaciones resistentes (fuertemente colo-
reables por la fuchina) que Pascal se cree autorizado a sospechar se
trata de granulaciones nucleares, pues Rousseau ha observado que los
nucleos de los leucocitos polinucleares resisten a la accion de la liso-
citina, en tanto que el resto de la célula es lisado (92).,

AMI LASAS

Las amuasas intervienen en la movilizacién del almidén y del glu-
cogeno.

Se admite que la amilasa salivar puede ejercer cierta actividad en
el estdbmago cuando los alimentos injer?idos no son inmedigtamente
mezclados con el jugo gastrico, y que esto ocurre también con la ami-
lasa de la malta y con la pancreatica cuando se emplean con finalidad
'eterapéutica; pero la reaccion del contenido gastrico en la mayor parte
de los casos inhibe a esos fermentos.

La takadiastasa, obtenida a partir del micelio del Aspergillus niger,
tiene un pH o6ptimo méas bajo que aquellas amilasas, y por eso es pre-

U K Ee .- T /. ‘ [ ]
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ferible a la amilasa de la malta y ambas son superiores a l4 amilasa
'pancreatica.

Extractos de malta ricos en amilasa (diamalt) se utilizan en g
panificacion (pues abrevian la fermentacién panaria, la hacen mas
uniforme y con ello se consigue economizar levadura) y en la prepa-
racion de alimentos: bizcochos, harinas de cereales (especialmente de
avena) maceadas, etc., pues por su contenido en fermento descompo-'
nen mas o menos profundamente al almidén. En la industria textil se
utilizan los \ext’\actos de malta para quitar apresto a los tejidos.

La investigacion de la amilasa en 'sangre, orina y heces ofrece
gran interés,clinico.'Ya en 1910, Wohlgemuth sefial6 que el aumen-
to de diastas\a pancreatica, en la orina y sangre debia considerarse
como signo revelador de la alteracién de la secrecion externa del pan-
creas.

Se llama unidad Wohlgemuth a la cantidad de fermento que hi-
droliza a 1 mg. de almidén a 38° y actuando durante treinta minutos.
Las U. W. se expresan por c. c. de orina o de sangre, o de liquido
problema (93). v 0\

Wohlgemuth no tenia en cuenta el pH del medio, y fué Baumann
quien vié la necesidad de ajustar dicho pH con disolucion tampon
de fosfatos, pues utilizandose la prueba de Wohlgemuth para diagnos-
ticar pancreatitis agudas, en las que la carencia alimenticia favorece
los procesps de acidosis, que determinan acidificacién de la orina, la
cual adquit<re un pH poco favorable a la investigacion de la amilasa
pancreatica. Es decir, .que si no ajustamos previamente el pH de la
orina al investigar la amilasa nos exponemos a sacar conclusiones
diagnosticas err6neas, pues puede suceder que exista amilasa en la
orina y no se nos revela al no colocarla 4 pH que mas le conviene,
que es de 6,8, segun Waldschmidt-Ueitz, para la amilasa pancrea-
tica (94). ' ' e J

La actividad de la amilasa en la orina queda ya reducida a la mi-

tad a,un pH 57, y a V4, a un pH de 54.
, Més dificil es influir en la riqueza de CI' y fosfatos de la orina,
los cuales influyan también en la actividad de la amilasa urinaria.
Las variaciones de ClI' y de P04” pueden explicarnos algunos resul-
tados discordantes observados, a pesar del ajuste previo del pH.

La apiliasa méas importante de nuestro organismo es la del péan-
creas, la cual se excreta en forma activa al intestino, en cantidad
de 320 a. 960 U. W. por c. ¢. Henning y Bach opinan que normalmente
no hay reabsorcion de esa amilasa por via intestinal, pero Rostock
manifiesta que se reabsorbe y llega asi a la sangre.

De la glandula va a la sangre directamente una cantidad equiva-
lente a 8-32 "U. W. por c. ¢c. La sangre la lleva al rifion, y en la orina
sale la amilasa concentrada hasta 64 U. W. por c. c.

Cuando hay alteraciones del pancreas hay derrame del fermento
(femientengleisung) a la sangre, y en consecuencia la cifra de amila-
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sa sanguinecd aumenta notablemente, pero mucho méas aun la cifra de
amilasa urinaria.

Segln Baumann, en necrosis agudas del pancreas, Ja amilasa uri-
naria puede elevarse hasta 2.000 y 4.000 U. W., y por ello se puede
estab’ecer rapidamente el diagndstico, pues se 'trata de una enferme-
dad de curso réapido y mortal. Lo mismo se observa en pancreatitis
agudas,(que sdlo es diferencia gradual de la necrosis), en las que los
dafios del parénquima aparecen repentinamente, y por eso hay que
ponerse en guardia cuando se observan pequefios aumentos de dmila-
sa en fo orina.j ,

Bouitroux y Branisteau manifiestan que el aumento de amilasa uri-
naria puede proporcionar elemento diagnéstico en todas las afecciones
pancreaticas, pero que pierde toda significacidn si coincide con ellas
una afeccion de las glandulas parétidas. Ellos han provocado pancrea-
titis hemorragica en perros y han comprobado un aumento de amilasa
en la sangre y en la orina (95).

En afecciones de los conductos biliares, colelitiassiis y colecistitis,
hay también aumento en la cifra de amilasa, que después de la ope-
racién vuelve a los valores normales. Hay también aumento, aunque
no con tanta intensidad ni con la misma frecuencia que en las co-
lecistopatias, en la ulcera ventricular y en la duodenal,’ especialmente
cuando el pancreas penetra a través de la Ulcera por la pared pos-
terior del estbmago. En duodenitis y gastroenteritis puede también
haber aumento de amilasa. En general, la amibasuria esta'ligada con
enfermedades del pancreas.

La disminucién de actividad amildsica no es tan importante como
la confirmaciéon de un aumento de actividad. Segun Schmerel, hay dis-
minucion del fermento en la diabetes mellitus, 'y segun Gray y So-
mogyi, también hay disminucién.en las graves sepsis puerperales,
neumonia® e ictericia.

El aumento de fewmento en Naorina no va siempre acompafado de
de un aumento proporcional en la sangre. La cifra normal en sangre!
es de 32 U. W. por c. ¢. En la amilasa de la sangre, ademéas de la ami-
lasa pancreatica,, participan la amilana saliva'ir y la hepato-amilasa,
aunque la fuente primordial es la ajjmiiasa pancreatica-, pues la abla-
ciébn de este 6rgano determina disminucion grande de amilasa en la
sangre.

En los trastornos del pancreas también se observan cifras eleva-
das de amilasa en sangre, aunque nu'nca se alcanzan las cifras que en
la orina. B\aumann, en pancreatitis aguda, sefiala en el plasma sangui-
neo cifras de 128 U. W. por c. c, rara vez de 250 U, W., y en gene-
ral entre 6 y 12 veces la cifra normal, en tanto que en la orina
de esos'enfermos y también en el exudado peritoneal se alcanzan cifras
de 2.000 a 4.000 U. W.

Brinde y Rodriguez Olleros (96) han hecho multiples determina-
ciones de amilasa en sangre siguiendo la técnica de Betfta Ottenstein,
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que utiliza glicbgeno de higado de caballo como substrato. Han ha-
llado casi constantemente amilasa en colecistiticos, aun sin acompa-
fiarse de otros signos que hicieran sospechar lesién pancreatica.

En la mayor parte de enfermedades agudas o crénicas del pan-
creas se observa derrame de fermento a la sangr\e, y <en las cirrosis
de pancreas se hallan valores 'bajos, mientras que en el carcinoma de
pancreas hay cifras altas o bajas, que dependen probablemente de
los restos glandulares que perduran.

El Dr. Rodriguez Olleros observa que el choc histdminico pepténi-
co o anafiiactico determina pancreatitis 'ligera, que se revela por el
derrame de fermento a la sangre (97).

En diabetes a veces se'han observado cifras normales; otras, cifras
altas o bajas de amilasa en sangre. Norby opina que en los casos de
cifra baja de'amilasa en diabetes se trata de atrofia de pancreas,' cau-
sante de dicha diabetes.

En cuanto a la amilasa salivar, se ha observado que en las en-
fermedades del pancreas hay un aumento de la ptialina para com-
pensar la ‘'falta de fermento pancreético.

En ayunas, la saliva normal acusa unas 1.600 U. W. (segin Bie-
dennann), que en los recién nacidos sélo viene a ser 1-10 de ese
vaior. ",

La actividad amilolitica de la saliva se eleva después de tomar ali-
mentos. '

En la subacidez gastrica hay disminucion de amilasa sfdivar, y pa-
ralelamente a la hiperacidez hay aumento de ‘amilasa (Delhougne) (98).

En la anacidez carcinomatosa ‘también se observa aumento de ptia-
lina. Parece existe relacién entre la secrecion salivar y la secrecion
interna del pancreas, pues en la diabetes hay disminuciéon de ptialina,
y > tratamiento adecuado con insulina determina aumento de dicha
a'milasa. Si se extirpan las glandulas salivares, la diabetes por pan-
creotomia es méas grave, y ademas la extirpaciéon de las glandulas sa-
livares determina aumento de los islotes de Langerhans.

La investigacion de la amilasa en heces ofrece interés. La amilasa
en el intestino es poco reabsorbida, y apareceria en su casi totalidad
en las heces si no fuese destruida por la putrefaccién albuminoidea.
Su actividad puede ser suprimida en el intestino grueso por exceso
de acidos de fermentacion o exceso de alcalinidad en la putrefaccion.

Al investigar amilasa en heces debe ajustarse el pH a 6,4 (Goiffdn-
Tallarico).

Cuando las heces contienen alimentos no digeridos, cabe dos hi-
poétesis: insuficiencia de fermentos o evacuacién demasiado prematu-
ra. En el primer caso estard ausente la amilasa, y en el segundo'sera
tanto mas activa la a<milasa fecal cuanto que la estancia del conte-
nido intestinal ha sido menor en el intestino grueso. La ausencia de
amilasa nada significa si la digestiéon es buena, pero tiene valor si
los feculentos no estan digeridos. La abundancia de amilasa en heces
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‘permite afirmar que se trata de una evacuacién ‘prematura cuando las,
fibras musculares, las grasas y los feculentos 6/paneGen en las h&ces
en cantidad anormal.

Marchionini y Ottenstéin lian investigado la amilasa en iel liquida
céfalo-raquideo, observando que disminuye, hasta su desahparicién to-
' tal, en las'diferentes formas‘de lUes cerebro espinal, disminucién qué
estd en directa relacion con el Spirochoeta, pues éste posee Ip pro-
piedad de destruir in vitro 'a la amilasa normal del liquido céfalo-
raquideo (99).

En 1874, Kussmaid inyecté a diabéticos amilasa por via endove-
nosa, apreciando disminucién de la glucosuria. Rosenfeld y B. Ot-
tenstein también utilizaron ese método. Rodriguez Olleros ha estu-
diado en dos lotes de conejos la accion que sobre la glicemi\a y la anmA
lasa de la sangre tiene, respectivamente, la inyeccion de amilasa e
insulina, utilizando como amilasa saliva de boca,sana y limpia filtra-
da en el vacio, y la inyecta intravenosamente, observando en la ma-.
yoria de los casos hiperglucemia.

En 1908, Wohlgemut observé que la ligadura del conducto total
pancreatico va seguida de efecto inmediato en la jreabsorcion de fer-
mentos. También la ligadura del conducto de Stenon eleva el poder
amilolitico de la sangre,, y la accién favorable que se observa en el
metabolismo de los hidratos dé carbono es debida a la cgnilcusa de-
rramada, y por eso se ha propuesto sustituir esos peligrosos méto-
dos quirdrgicos por administraciéon parenteral de amilasas (100).

FERMENTOS PROTEOLITICOS
Pepsina.

La pepsina es el fermento proteolitico mas importante de nuestro
aparato digestivo; trabaja en medio acido a un pH 1,6-1,8 y ha sido
obtenido cristalizado por Northrop. Transforma los proteidos en pep-
tonas, sin llegar nunca a la produccion de amino-acidé y se prepara
«a partir de la mucosa estomacal del cerdo.

CoYtesi, en su tesis doctoral, demuestra los defectos y desacuert
~dos de las principales farmacopeas en lo relativo a la titulacion dé' la
pepsina y propone un procedimiento sencillo y relativamente preci-
so para su titulacion utilizando la edestina (globulina'de las semillas del
cafiamo), que puede servir, de patron para todas las farmacopeas-(101).

En las células de la mucosa estomacal, la pepsina se halla al 'es-
tado de pepsinégeno, siendo su activador el &cido clorhidrico, exis-
tieindo relacién entre el contenido del jugo géastrico en ClIH y su acti-
vidad pépsica. La anacidez con gran déficit de C1H se, manifiesta tam-
bién con déficit o ausencia de pepsina. En los valores de UIH bajos

4 ,
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la curva de pepsina es algo mas elevada que la de CLH, pero para
cifras de acidez normaos o altas, ambas curvas son casi paralelas.

Segun Delhougnet en el cancer de estomago desciende la cifra de
pepsina, descenso que es menos marcado en la gastritis alcohdlica (102).

La inyeccion'de histamina provoca secrecion de pepsina siempre que
rio haya trastorno del parénquina glandular.

Rostock observa fuerte aumento de pepsina en la Ulcera péptica
de yeyuno y completa ausencia en el carcinoma ventricular, mientras
gue en la aquilia refractaria a la histamina todavia'-se acusa una liga-
ra actividad (Delhougne y Mullins).

Peczenik ha estudiado la uropepsina, observando que duranta la
digestion aumenta la pepsina urinaria, para descender en la fase de
interdigestion (103).

Tripsina

Kuhne, en 1867, sefiftldé diferencias entre la digestion estomacal y
la digestion intestinal y propuso el nombre de tripsina para el fer-
mento del pancreas.

Kunitz y Northrop obtuvieron en 1932 la tripsina cristalizada.

La tripsina tiene, segin Waldschmidt-Leitz, un pH d&ptimo entre
8,2 a 8,7. ,

La tripsina lleva la hidrolisis de las proteinas y peptonas hasta la
producciéon de amino-4cidos.

Para investigar la tripsina en el jugo duodenal se sigue la técnica
de Gross-Fuld. La investigacion de este fermento en las heces no es
tan corriente como la investigacion de la amildsa.

Baumann (104) lia demostrado la existencia en la orina normal,
de una triipsma que a pH 8,5 desdobla a la caseina. Se observa aumen-
to de actividad 'en la tripsina urinaria en las enfermedades en que
participa el pancreas.

La accion proteolitica de l4 tripsina es utilizada en aplicaciones
Jocales, pues su capacidad para digerir la proteina de tejidos muertos
es extraordinaria. En las fabricas de pancreatina de la G. W. Carn-
rick Co. se ve a los obreros sangrar por los dedos, las palmas '-de las
manos, narices, etc., y el examen de esos sitios revela que el polvo
finisimo de pancr'edtina, asentadndose en las superficies humedas, di-
giere las capas muertas de la epidermis, dejando s6lo La capa de epi-
dermis viva.

Se usan los polvos de enzima pancreatico y unglentos preparados,
con los mismos para el tratamiento de fordnculos, acné vulgar, ede-
ma seborreico y también para el tratamiento de Ulceras antiguaos YV,
recientes, heridas que surgen por cauterizacién con acidos e incluso
extensas quemaduras de segundo grado.

La tripsina forma parte de diferentes preparados medicinales, pan-
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creatinas, festal, etc., que se utilizan para auxiliar la digestién en los
trastornos funcionales del pancreas.

Mocoroa, en su tesis (105), propugna el empleo de ila técnica de
Willstatter para valorar la fuerza proteolitica de los preparados co-
merciales que contienen fermentos protdoliticos pancreaticos.

En la industria de la curticibn se emplean distintos preparados,
ordpén, peroly, etc.,, que contienen tripsina, para la obtencién de cue-
ros finisimos.

Pieptidasas.

En el suero de sangre normal de diversas especies de animales
existen pe'ptidasas (Grassmann-Heyde) (106).

En el suero de personas sanas la peptidasa se presenta con gran
constancia, 'experimentando variaciones en procesos patolégicos. En
enfermedades febriles (angina, sepsis) aumenta !a cifra de polipepti-
sa; por ejemplo, con respecto a dl-leucil-glicil-glicina.

Abderhalden y colaboradores han hallado en la orina de personas
normales y enfermas peptidasa, que sé6lo rompe a polipépUdos gran-
des, y di\peptidasa, que actua sobre dipéptidos. Algunas orinas sélo
actllan sobre las peptonas.

Bohmdg considera el aumento de esos fermentas como exponente
de muerte celular, de destruccién del parénquima hepatico, y deduce*
la alta importancia que su determinaciéon ptue'de tener para el diag-
néstico de las enfermedades del higado. En el comienzo de la ictericia
catarral hay aumento en la polipe~tidasa sanguinea, sin aumentar la
de la orina, y cuando viene la curacién se halla cifra alta de pouipep-
tidasa urinaria y normal la de la sangre.

Cuajo animal. * '

La prtssura o cuajo es un fermento que existe en nuestro jugo gas-
trico y que se extrae industrialmente del cuajar de terneros en lac-
tancia. Se utiliza para coagular la caseina, primera-fase industrial
de la fabricacion de los quesos. La presura, por su ligera accién pép-
tica, interviene (junto con otros enzimas de origen microbiano) en el
proceso complejo de maduracién de los quesos.

El 6ptimo de accién del cuajo animal es a 40° y es un fermento
que necesita la presencia de iones de calcio para coagular a la ca-
seina, pues la leche oxalatada no coagula por la accién de dicho fer-
mento.

Se ha discutido si la pepsina, y el cuajo eran un mismo fermento
0 se trataba de dos fermentos bien diferenciados. H*ammarlsten (que
ha. publicado numerosos trabajos sobre el cuajo) opina asi: “La pep-
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svna es el fermento proteolitico mas fuerte del jugo gastrico, y la qui-
mosina o0 cuajo actla en condiciones bien determinadas en medios dé-
bilmente acidos, en los que Ja pe-peina no es eficaz, y por eso, gra-
cias a la presencia simultanea de estos dos fermentos proteoliticos,
proximos parientes, la digestion de la albimina en el esttmago esta
asegurada en todos los grados de acidez.

La coagulacion de la leche por la presura no es mas que una ac-
cion parcial de la quimosina.

Cuajo vegetal.

El cwajo procedente de la higuenp es, sin duda, el fermento coagu-
lante méas conocido en la antigledad, pues er;a utilizado ya en los
tiempos de Hovero para la coagulacion de la leche. En Mallorca- se
cuaja la leche hirviéndola, y cuando esta adn caliente remueven el
liquido mediante ramas jovenes de higuera hendidas en cruz. 1

Chodat y Rouge extrajeron la sycoquimasa de la higuera y com-
probaron qué trabaja a temperaturas*altas, 75-80°, y que la leche oxa-
latada (precipitacion de los iones de calcio) coagula bien (diferencias
esenciales entre el cufijo vegetal y el animal).

Existen muchas plantas que se utilizan para cuajar la leche; las
flores de alcachofa se encierran en un saquito y se colocan en leche
hervida; otros utilizan las sumidades floridas de, diversas especies de
Galimn o las hojas de Pinguicida vulgaris, y en el Japén, las hojas
de la morera de pajpel.

Proteasas vegetales.

Ya en 1850 se observo que la pulpa del fruto del papayero (Carica
papaya) es capaz de digerir la carne. Los indios de América atier-
nan la carne rodedndola durante una noche con hoja de papayero. La
mosca mediterranea, cuando deposita.sus huevos en los frutos 'del pa-
payero, son digeridos por su proteasa, y por eso dicha planta no es
afectada por ese diptero, que tantos estragos causa en otros fru-
tales. 1 *

La papaina es el fermento proteolitico que- se extrae del fruto del
papayero. Los trabajos de Wdulstatter, Grassmann y Ambros han de-
mostrado que el CNH ejerce acciéon quinasa para la papaina, cuyo
dominio de especificidad aumentan.

La papaina es activada, ademas del CNH, por el SH2 y por la cis-
terna.

La temperatura mas favorable para su accién es la de 65-70°, y
el pH optimo varia con la naturaleza mdel substrato; 4,8 si se trhata
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de la gelatina, 5,1 para la peptona de la albimina y 7,2 para Ila
fibrina.

La ‘polaina, se utiliza como fermento proteolitico para combatir
ciertos trastornos de la digestién por insuficiencia de fermentos pro-
teoliticos, y ademas la papaina bruta saponifica las grasas- con bas-
tante energia.

Harris ha utilizado la papaina en otitis nVidia purulenta, llenando
el conducto auditivo con disolucién reciente de extracto de C. papaya,
deja actuar durante algunos segundos y seca después el conducto;
bajo la accién del fermento se disuelven los tejidos necréticos y se
limpia asi la mucosa inflamada. También se ha utilizado en inyeccio-
nes en la trompa de Eustaquio, en € empiema de, dicho conducto, con
buenos resultados.

Disolviendo 5 cgs. en 1.000 c.. ¢c. de suero fisiolégico Hartmann y
depositando en el peritoneo, después de acabar una intervencion qui-
rdrgica, se evitan las adherencias en individuos propensos, por su es-
caso poder fibrinolitico, a grandes adherencias (108).

Gaston Ramoén, Mlle. Germain Moureaux y Pechén han estudiado
la preparacion de medios de ‘cultivo a base de digerido de carne, de
caballo con papairux, resultando asi un medio de preparacion facil y
a precio reducido y que puede reemplazar ventajosa y econémicamen-
te al medio Martin para la obtencion ds la toxina diftérica. También
puede emplearse la papaina para la obtencién de peptonas industria-
les baratas en diferentes grados de degradacion (109).

Robbins y Lamson, en un trabajo sobre las protemas de la higue-
ra (110), han determinado que el fermento de 'naturaleza tripsinica
del jugo de la higuera\es capaz de digerir Asoaris vivos y que’son muy
activas seis especies de higueras sudamericanas. Es interesante 'des-
tacar que mientras que los Ascaris estdn protegidos por sus antifer-
mentos contra la digestion por la pepsina y la tripsina en -el intesti-
no, no son capaces de resistir a la proteasa de la higuera. Recordemos
también que el jugo de los higos y el latex de la higuera se utilizan
para quitar las verrugas.

Del fruto de la Ananasaisativa (pifia americana) se extrae un fer-
mento proteolitico, la bromelina, parecido a la papaina. y susceptible
también de activarse por 'Ul 'CNH y por el SH2 Se ha estudiado in
vitro la' accion antihelmintica del zumo«de la \pifia americana sobre
Ascaris; e&tos gusanos' quedan muertos en tres 6 cuatro horas, sien-
do atacados los gusanos vivos. El zumo conserva el efecto antihelmin-
tico hasta la dilucion de 15/!i00> se inactiva a partir de la tempera-
turd de 65° y las conservas de pifia resultan ineficaces por la inacti-
vacion del fermento por el calor (111). 1

En la secrecién del tejido glandular de lo» tentaculos de dos es-
pecies de Nepenthes se lia demostrado la presencia de dos proteina-
sas, correspondientes en cada caso, con arreglo a su reaccion 6ptima, a
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la tripsina, y a la catepsina, pero careciendo dé los correspondientes
mecanismos de activacion.

La secrecion de Drosera rotundifolia, contiene proteinatsa, cuyas
propiedades son intermedias entre la pepsina y papaina.

Fermento coagulante de la sangre.
'‘'m We 1
La coagulacién de la -sangre es un proceso fisicoquimico, en el
cual la trombina transforma a la disoluciéon coloidal de fibrindgeno
en gel de fibrina.

El higado elabora la protrombina, que por la accién de las trom-
boplastinais de las plaquetas, y de los tejidos, y de los iones de cal-
cio se transforma en 'trombina.

En los hemofuiicos, el defecto en la coagulacion sanguinea radica
en la insuficiencia de tromboplastinas.

Por la accién de

Tromboplastinas y de lones de Calcio
\

El higado elabora— > Protrombina— »Trombina Fibrinégeno
1 en disolucién coloida.

La vitamina K iga heparina y ciertos

(derivados de naftoquinona) derivados de la Cuma-
favorece la elaboracion de rina inhiben la trans-
la Protrombina. formaciéon de la Pro-
trombina en Trombina.

Y se forma =
Gel de Fibrina

La vitamina, K, natural o sintética, y ciertos' derivados de la naf-
toquinona estimulan al higado en la elaboracion de protrombina. La
hipo\avitaminosis K se refleja en la sangre por hipotrombinemia con
tiempo de coagulacién 'y de protrombina aumentados.

La h.eparina y ciertos derivados de la ciipnarina (activos éstos por
via oral) se oponen a la transformacién de la protrombina en trom-
bina, y por eso se emplean para prevenir embolias y trombosis y fa-
cilitar las operéaciones en yasos, pues dificultan la coagulaciéon de la
sangre in vivo.

Segun Waldschmidt-Leitz, la trombina es un fermento proteoliti-
co. Mellamby afirma qua la trombina es un fermento proteolitico, cuya
accion consiste en desdob’ar al fibrinégeno en fibrina y suero, globu-
lina. Fischer ha purificado dicho fermento y afirma tratarse de un
lipoproteido que-Contiena calcio (112).
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LA HEMOGENASA.Y LA ANEMIA PERNICIOSA , <

La anemia de BiemPr se atribuye a la insuficiente entrada de un
factor externo alimenticio o a la insuficiente o nula transformacion
de un factor externo de naturaleza vitaminica en el 'principio anti-
pernicioso por la accién de un fermento proteolitvco.

Lasch crea haber hallado un medio de diagnosticar la anemia per-
niciosa, basandose en que muchas veces ha confirmado que dicho fer-
mento proteolitico existe en el jugo gastrico de las personas no afec-
tadas por dicha enfermedad y en cambio estd ausente del jugo gas-
trico de los que padecen dicha anemia.

Hormona ele la

Factor alimenticio eritrocitopoyesis
Hemégeno -j- Hemogenasa- <Hemona
(Proteina nius-cular) Fermento

(Albumina hepatica)

Observa Lasch que en el jugo gastrico de personas sanas la sus-
tancia antiperniciosa se origina de sustancias evidentemente albumi-
noideas, como es la carne. La investigacion de 'la hemogenasa es de-
licada, pues es indispensable' eliminar previamente la accién pépsica
y triptica del jugo gastrico (113).

Fermentos proteoliticos y valor antigénico de los extractos de Polen
RN
Los Dres. Arjona y Alés (en,el Instituto de Investigaciones Médi-
cas del profesor Jiménez. Diaz) han estudiado la acciéon de los fer-
mentos proteoliticos, papaina y tripsina, sobre el v&lor antigénico de
ciertos extractos de polen.

Operan con extractos acuosos dé polen de Loliwm perenne filtrados
por filtros Seitz. Han demostrado que la sustancia reaccionante del
extracto de Lolium perenne no es probablementel de naturaleza pro-
teica, pues esos extractos, tratados con tripsina y papaina, no tienen
nitrégeno proteico.

Utilizando suero de enfermo sensible al Lolium perenne y rico en
reaginas para ese,antigeno, practican la pm&ba de transmisiéon pa-
siva de Prausnitz-Kustner, inyectando !/10 a 210 c. c¢c. de suero de
ese enfermo a individuo sano, y en otro lugar dei la piel inyectan igual
cantidad de suero normal. A las veinticuatro horas, en la zona in-
yectada con el suero de enfermo comprueban que estd la piel sensi-
bilizada localmente a los extractos de polen de L. p., tratados como
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hemos dicho, pero si las 'proteinas son responsables dé la accién anti-
génica la reacciéon no seria ‘positiva, pu&s dichas proteinas han sido
destruidas por la papaina y por la tripsina.

INVESTIGACION DE FERMENTOS EN EHE JUGO DUODENAL
NAy \ ' * - - 1. 'm i . *e len
Es dificil diagnosticar las alteraciones de las glandulas digesti-

vas abdominales. La determinacién ds. fermento® en el jugo duodenal

constituye elemento valioso para diagnosticar las enfermedades del
pancreas, especialmente investigando por el llamado método de son-
deo duodenal fraccionado, ideado por Berger, Hartmann y Leub-
nér (114), que consiste en introducir la sonda, extraer la secreci6n
espontanea, y, aunque no'siempre, en el 70 % de los casos hay una
excitacién producida por la sonda. Cada cinco minutos se van ex-
trayendo porciones de jugo duodenal y se analizan: la amilasa expre-
sando su actividad en U. W. a 37°,30" por c. c.; tripsina, en unidades

Gross-Fuld '37°,30', y biiirubina, en mgs. %. A la hora de la prime-

ra extraccion se introducen 20 c. C de aceite de oliva a la tempe-

ratura del cuerpo (prueba de carga) ; el aceite ejerce accién excitan-
te, que nos refleja la funcién, y nuevamente se, va extrayendo jugo
duodenal cada cinco minutos durante dos o tres horas mas. Se ana-

lizan, también en estos jugos la amilasa, la tripsina y la bilirrubing, y

con todos los datos obtenidos se construyen las graficas, que repre-

sentan las variaciones de fermentos, de bilirrubina y' de la cantidad
de jugo extraida en los tiempos sucesivos. Asi han establecido, des-

pués de numerosas determinaciones, valores funcionales normales y

valores de hiper e hipofuncién.

Valores limites para amilasa y tripsina hallados por Berger, '‘Hart-

mann y Leubner (115):

Secretn. espontanea Hecto ¢€ excitation por @ tonda  Accion del aceifc

Amilasa Tripsina Amilasa Tripsina  Amilasa Tripsina

Valores ele fermentos 1550 2048 10240 2048 3120 4096
supernormales ...

Valores limite ... 960 1024 3840 1024-2048 3.840 2048 1
320-640 20G 1280 >512 1280 1024 =
Valores limite ... 320/ 128 960 256 9(30 512
1
Valores de fermentos ;50 1524 640 128 640 1.28

hiponormales ...........

V. s - - >
Segun Baumann y colaboradores, la mayor significacion diagnas-
tica corresponde a la oscilacion de la amilasa, teniendo menor valor
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diagnéstico la investigaciéon de la tripsinaHan establecido -curvas
para diferentes enfermedades.

El método de diagnéstico de 1os fermentos del pancreas por sondeo
fraccionado dkl jugo duodenal tiene, frente a los restantes métodos
de determinacion de fermentos en sangre y orina, la ventaja de ilus-
tramos sobre la funciéon propia del pancreas; claro que el procedi-
miento ofrece algunas dificultades para el investigador y es algo mo-
lesto para el enfermo, que ha de tener metida ]Ja sonda duodenal du-
rante tres o cuatro horas.

H DRAMA PANCREATICO Y LOS FERMENTOS

El término del drama pancreatico fué empleado por Dieulafoy
para designar la foi'ma tipica de la pancreatitis aguda (116). Se tra-
duce inicialmsTite por necrosis mas o menos extendida del tejido glan-
dular y hemorragia, y a continuacién la lipasa desdobla a las grasas
y produce las manchas de esteatonecrosis.

Se interpreta como un proceso de autodigestion primitiva de la
glandula, siendo necesario y suficiente que sé active la tripsina de
la glandula. No evoluciona como un proceso infeccioso, aunque cier-
tamente el foco de necrobiosis de la glandula puede infectarse secun-
dariamente, pero primitivamente es aséptico.

De los tres fermentos del pancreas nos interesa aqui muy espe-

cialmente la tripsina, y en segundo lugar, la lipcisa (que desdoblando
las grasas forma jabones, de ahi las manchas de bujia de la estéato-
neorosis), sin olvidarme de que en las pancreatitis hay derrame del
fermento amilolitieo a la sangre; de aqui'el alto indice dilalstasico de
la sangre y de la orina, dato que precisamente se utiliza para su
diagnostico.
' Vamos a admitir que en condiciones normales la tripsina es inac-
tiva en las células glandulares y en los canales que la llevan al in-
testino, y con respecto a la lipasa, es de presumir que en la glandula
sea poco activa, pero sabemos que se activa enormemente al mez-
clarse con la bilis.

; Como se activa in situ'en la propia glandula la tripsina para des-
atar el cuadro del drama pancreatico por autodigestiéon? La asocia-
cion de enteroquinasa y del juego pancreatico es eminentemente peli-
grosa péara las células pancreéaticas. Binet y Brocq han logrado pan-
creatitis tipica, inyectando jugo intestinal en las vias pancreaticas. La
ligadura del duodeno determina el reflujo en el canal pancreatico de
los jugos que se vierten en esa primera'parte del intestino y es igual-
mente causa de pancreatitis. \.v

In vitro son capaces de activar a la tripsina ciertas sustancias,
quinasas, tales como leucoquinrisas y bacterioquinasas, que nos ex-
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plican la posibilidad de pancreatitis por infeccién ascendente o san-
guinea. Las citoquinasas procedentes de la desintegracién de las pro-
pias células pancreéaticas- por traumatismo o por necrosis primitiva
pueden actuar igualmente.

La bilis parece -desempefiar papel importante en el desarrollo de
las pancreatitis hemorragicas. Brocq y Morei inyectan bilis en el ca;
nal de Wirsung de un perro en digestién; el animal muere a las vein-
ticuatro a cuarenta y ocho horas, y la autopsia revela derrame de
sangre en la cavidad abdominal, hematoma de pancreas y manchas
de esteatonecrosis sobre el pancreas y epiplon. Segun Calzavara y L(ti-
fies, la tripsina es activada por un foco de necrosis de la glandula,
necrosis cuya causa es variable y en especial que puede ser motivada
por la bilis.

Leriche y Arnaud reducen la patogenia de la pancreatitis aguda a
la activacion intraglandular del jugo pancreatico por las leucoquina-
sis a causa de aflujo leucocitario permanente o pasajero. Los facto-
res que'engendran este aflujo leucocitario son multiples: traumatis-
mos, ligadura de las venas pancreaticas, inyecciones experimentales,
infecciones generales, infeccién en la proximidad del pancreas (Ulce-
ra angio-colecistitica).

En condiciones normales, el reflujo del liquido duodenal a los ca-
nales pancreaticos es imposible. El esfinter de Oddv protege al colé-
doco contra la hipertension del contenido duodenal.

El canal de Santorini, habitua’'mente accesorio en algln caso, es
la via de excreciéon principal, y este canal, anormalmente desarrolla-
do, pero desprovisto de esfinter en su terminacién, es quiza incapaz de
impedir ja regurgitacién del liquido intestinal cuando la presion en
el duodeno esta aumentada por los vémitos o por oclusién alta con
obstaculo subvateriano.

Hay observaciones de pancreatitis hemorragicas provocadas por.
lombricosis del canal de Wirsung (117). Las lombrices, cargadas de
enfyroquinasa intestinal, activan directamente m ta tripsina \en las
vias pancreaticas, o vehiculan gérmenes, o actian como agente trau-
matico.

De todo lo expuesto ge puede inferir que existen pancreatitis agu-
das de origen diverso; origen biliar y origen intestinal, pero tam-
bién las hay de origen vascular por tromboflebitis o por embolia, o
de origen infeccioso, y en estos casos la tripsina se activu pjor la ac-
cion de quinasas celulares nacidas ren el focoedyj necrosis o por las qui-
nasas contenidas en los microbios o en los 'lliuwcitoti.

HISTAMINASA

La teoria de que la kistamina es un mediador, importante en la m
anafilaxia ha sido probada experimentalmente. Ley;is ha demostrado
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gue existe paralelismo estrecho entre las manifestaciones reactivas
de las pieles alérgicas y las reacciones de la piel a soluciones de his-
tamina (118).

En la histamina formada'en el intestino por descarboxilacién de
la histidina se ha visto el veneno principal de los estados de- autoin-
toxicacion intestinal. n

Mc.'Henry y Best, en 1930, hallaron en la mucosa intestinal, en el
rifdn y otros o6rganos un fermento, 'a hisUirninasa, capaz de destruir
a la histamina, -liberando amoniaco de su cadena lateral y 'rompiendo
su anillo. La misién de este fermento sera la de mantener el nivel
histaminémico. \ .
-Moa'cou manifiesta que en el parto hay histmninolisis para evitar
las terribles hemorragias postpartum y que la gran resistencia de
las parturientas al choque operatorio y "anafilactico y el'aumento de,
Ja coagulabilidad sanguinea en 'esos momentos estaran en relacion
probable con esa destruccion de histamina (119).

La casa Bay”r, en Europa, y en América la Wintrop Chemical Co.,
preparan un medicamento, el Torantl, quey contiene histamin&sa, ob-
tenida a partir de intestino delgado de reses jovenes sanas. La uni-
dad de histaminasa es la cantidad de fermento que descompone'l mg. de
clorhidrato de histamina en veinticuatro horas a la temperatura
de 37*5.

El uso terapéutico del torantll se extiende a las enfermedades en
gue se supone hay produccidon excesiva de histamina en el organismo.
Se han logrado buenos efectos en colitis ulcerosa y en algunos sin-
dromes alérgicos, como la rinitis vasomotora y ciertas afecciones de
la piel, mientras que su accién es dudosa en las gastritis y Uulcera
gastrica/o duodenal, e improbable en el asma bronquial (120)". 'Se han
obtenido algunas mejoras en casos graves de urticaria y buenos éxi-
tos en las cirrosis hepaticas. m

Reitler recomienda en las enfermedades alérgicas utilizar la hvs-
taminasa por via bucal, por cuanto por su caracter proteinico hay
que esperar que puede a su vez transformarse en un alérgeno al ser
aplicado por inyeccion (121).

ARGINASA

La «rginina es un constituyente primordial de las proteinas y ade-
mas se encuentra libre en el higado.

La arginasa, actuando sobre la arginina, en presencia del agua le
transforma en urea y omitina. Este fermento abunda en el higado
de los mamiferos jovenes, en particular en los machos, y existe tam-
bién en las plantas. Su pH 6éptimo es a 9,5.

Los trabajos de Krebs y Henseleit (122) han demostrado que la
funcién uropoyética en los momiferos se logra a partir de la argini-
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na, la cual por la arginasa gngendra urea y ornitina; ésta, actuando
como catalizador, fija una molécula de C02y otra de NH3, y 'se convier-
te en citrulina, cuerpo que a su v”z, fijandolotra molécula de NH3
regenera a la arginina. El proceso puede continuar indefinidamente,
pues no se produce déficit. *

El higado de los reptiles y aves no contiene arginasfa.

El estudio de las diversas especies de animales ~confirma la refa-1,
cién entre presencia de arginasa. y formacién de urea; es lo que se
llama la ley de la arginasa de Clementi.

Se ha investigado la arginasa en la sangre de portadores de tu-
mores y en los tumores mismos.

Segun Haddow (123), en \os tumores malignos hay un aumento
de arginasa.

Ottenstein m(124), y mas tarde Marchionini (125)., han estudiado
Ja arginasa en dializados de piel y han comprobado que ese fermento
no existe en la piel de individuos adultos sanos, pero que aparece en
ciertas enfermedades de la piel: psoriasis y eczematoides, asi como
en la piel de enfermos afectados de cirrosis hepatica.

También existe influencia de las glandulas germinales sobre la
arginasa, pues durante la menstruaciéon existe arginasa en la piel,
pero no -antes y después de ese proceso.

LOS FERMENTOS EN LOS HONGOS

La mayor parte de los Sacharomyc.es contienen zimasa, pero ésta
s6lo disloca a algunos monosaedaridos. Si se los alimenta, con di o trisaca-
ridos, la fermentacién alcohdlica no comienza sino cuando el sacha-
romyces dispone, ademas de zimasa, de un fermento sueroclastico. El
S. cerevisae contiene habitualmente «;masa, invertrnsaly m\altasa, pero
no lactasa, y por esto puede fermentar a la sacarosa y a la maltosa,
pero no a la lactosa; en cambio, el S.'kéfir dispone de zimasa, lactasa
e invertasa, pero no maltosa, y el S. apiculatus so6lo contiene zi-
masflt (126).

El Mucor Rouxi no contiene invertasa, y por eso no puede alimen-
tarse de sacarosa; en cambio, el M. Prainii si contiene dicho fer-
mente.

En las levaduras, ademéas de los fermentos que acabo de mencio-
nar, existen: proteasas, nucleasas\, glicocaenasd, apnilasa, inulcisa (en
S. Pombe), fosfatases, lipasa (en S. Olei), carboxilasa, fermento amari-
llo, fermento respiratorio, catalasa, redoxasas, carboligasa, etc.

Los Aspergulus contienen fermentos variados, y algunas especies
se utilizan para su extraccion industrial. Del Aspergillm niger, A. fla-
vus y A. wenti se extrae la tanasa; del A. niger, A. Sydowi y A. ter-
tius,’ la proteasa; Takamine ha realizado interesantes trabajos sobre
el A. oryzae, desde el punto de vista de su riqueza en fermentos, y
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ha paientado la obtencion, a partir de dicho hongo, de la faikadiasta-
sa, que en.realidad no sélo contiene amilasa, sino un verdadero arre-
nai de fermentos (127). "1

En 1899, CzOpek descubrié 'en Merulitis lacrymans -el fermento que
destruye a la lignina, y merced al cual dicho hongo causa tantos da-
fios en las maderas de las casas.

Los fermentos son los arietes principales mediante los cuales los
hongos invaden los tejidos vegetales y destruyen la madera, produ-
ciendo graves dafios en los arboles.

El investigador de Calcuta S. R. Bose ha realizado estudios muy
interesantes sobre los fermentos de los hongos (128). Divide a los'
hongos destructores-de la madera en dos grupos: ia), destructores de
lignina y que producen anillo definido de oxidacién (halo oscuro)
cuando crees en agar al 2 % que contiene 0,2 % de tanino, y b), los
destructores de, \ceiuloisa, que no producén tal anillo cuando crecen en
idéntico medio. El anillo es producido por la accién de las oxidadas
segregadas por las hifas. Bose ha obtenido dicho anillo de oxidacion
con cultivos de Polystictus sangidneus, P. hirsutws, Daedalea flavida
y Trametes cingulata.

Lutz ha investigado (129) los fermentos solubles segregados por
diversas especies de himenomicetos (Coriolus versicolor, Stereo-m hir-
sutum, Polyjjorus pinicola, etc.),; y con ellos consiguié jrealizar la des-
composicion enzimatica de las hemicelulosas,, formadas por krabanos,
mananos y galactanos, y que también son componentes integrantes de
las gomas que existen en'diferentes plantas, y por eso emitié la hipéte-
sis de que. la formacion de las gomds estaria ligada a la accién de los
fermentos segregados por los hongos.

El japonés Yamano ha estudiado los fermentos del Fom.es applxi-
natus, hallando maltosa, inverta&ci, lactasa, amilasa, Icelulasa, hadro-
masa, pectinasa, emulsina, tanasa, ureasa, amidelsa, <aspariginasa, oXi-
dasa, cataldsa y zimasa.

LAS BACTERIAS V LOS FERMENTOS

Las bacterias' para desarrollarse en los medios nutritivos en que
se cultivan utilizan diversos fermentos, principalmente carbohidrasas
y proteasas. i

Los gérmenes que liquidan a la gelatina lo hacen ftiediante 'la gela-
tinosa; los que coagulan la leche mediante la presura (la coagulacion
de la leche por.los acidos se evita adicionando carbonato calcico), algu-
nas bacterias después de coagular la caseina la liquidan mediante
caseasas.

La fibrinolisina de los streptococos es una proteasa que transforma
a la fibrina en peptonas y aminoacidos. Merced a este fermento los
streptococos disponen de un arma capaz de romper las medidas de
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blogueo tomadas por el organismo, con lo que el absceso se transforma
rapidamente en flemén. Dicho fermento ha sido obtenido de filtrados
libres de células de Strep. hemolitico. Todas las razas de St. hejrwli-
tico aislados de personas enfermas actlan sobre el fibrinégeno hu-
mano (130).

Bessey y King han estudiado la actividad proteolitica de suspensio-
nes lavadas y filtradas, por lo tanto, libres de células de Ol. sporogenes
y del Cl. histolyticum, comprobando que ambos producen una exoenzima
proteolitica, capaz de desmoronar a las proteinas en polipéptidos, re-
sultando mas activa la exoproteasa del CIl. histolyticum. Las células
lavadas tienen desaminasas, mas activas las /del Cl. sporogenes, de
marcada especificidad para la arginina y alanina, que son rapidamente
atacadas* en tanto .que la tirosina y cistina sélo lo son muy débil-
mente (131).

Burk, Linewearer y Homer han estudiado el sistema enzimatico
gue cataliza la fijaciéon del nitrégeno por el Azotobact&r y llaman Azo-
tasa al complejo ei“imético total y nitrogenasa al enzima que sel
combina con el nitréogeno (132).

En un trabajo de Wohlfeil y Wollenberg sobre la importancia de la
ureasa bacteriana para el diagnostico' diferencial y para la determi-
nacion de tipos en los gérmenes patdgenos, dicen que “todas las Bru<
cellas dan ureasa ‘positiva".

De preparados secos de B. fluo”~escens liquefaciiens, extrayendo con
agua en presencia de toluol, se ha obtenido un fermento, la ‘aispartasa,
de elevada especificidad, pues desanima Unicamente al acido aspartico
transforméandole en fumarico (133).

Green y Stick-land han estudiado la hidrogenaba del Bac. coli y han
demostrado que cataliza reversiblemente la reaccion H2 2H K+
y manifiestan dichos investigadores que es el siste™-a de 6xidoreduc-
cibn mas negativo que ha sido observado en los seres vivos '(134).

El Bact. delbricki es un microbio productor de lactico, es' anaero-
bio, no contiené catalasa y forma agua oxigenada aerébicamente. Bertho
y Gluck consideran este caso como el de una célula viva que simplifica
la teoria de oxidacion de Wieland, transportando directamente el hi-
drégeno sobre el oxigeno con formacion de agua oxigenada. Este
microbio 'no posee citocromo, pero si fermento amarillo, y en cantidad
no corriente (77 mgs. por kg. de peso seco) (135).

Sevag, en un estudio sobre la respiracién de los neumococos, ob-
servo que el "agua oxigenada que producen aerébicamente y en medio
azucarado reacciona con el ac. piravieo formado, el cual, lo mismo que
la adicion de oataima, protege a los gérmenes de la destruccion. Es
decir, que la virulencia es destruida por el agua oxigenada y restable-
cida con la adicion de catalasa o de &cido piravieo (136).

Sobre catalaisa bacteriana se han publicado multitud de trabajos.
El grado de pureza bacteriana de la leche puede deducirse de su cifra
de mtalasa (137).
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El agua oxigenada se emplea para esterilizar medios de cultivo; el
exceso del peroxido que pueda quedar en el medio se destruye por
adicion de oatalasa.

Sobre la tirosinasa en las bacterias véaselel trabajo de Stapp (138).

Se ha discutido mucho la naturaleza exacta del bacteriéfago de
Twort-d’Hereli¢' tratdndose para unos de un organismo filtrable ul-
tramicroscopico, y p\ara otros el bacteriéfago ® un enzima 0 sustancia
parecida producida por las bacterias.

En el bacilo ele Koch se han estudiado diversos fermentos: lipasa.
proteasas, reductadcvs, oxidasa, nudeasa, tireasa fosfatasa, pero a
pesar de su elevada riqueza en. grasas la actividad lipolitica de este ba-
cilo no es superior a la que poseen otros gérmenes (139).

Arimda y colaboradores' preparan su vacuna A-0 cultivando los ba-
cilos, en medios con saponinas y luego los tratan con Upases, cuya
procedencia Ino especifican, pero no sé como les privaran de las ceras,
pues la lipasa no saponifica a las ceras (140).

LOS FERMENTOS Y LA ESTRUCTURA ANTIGENICA
DE LOS NEUMOCOCOS

Los trabajos de Dubos sobre el analisis enzimatico de la estructura
antigénica de los neumococos son tan interesantes, que pueden ser uti-
lizados como método de estudio para la exploracion citoquimica de las
células bacterianas, y por eso los voya detallar (141).

Sabido es que los neumococos virulentos se diferencian de, las va-
riantes avirulentas de su misma especie por la presencia de capsula
en aquellos. Basandose en la diferente constitucién de los polisacaridos
capsulareis se pueden tipar los neumos.

Dubos y colaboradores han aislado del suelo bacilos capaces de des-
componer en determinadas'condiciones a los polisacaridos de los neumos
de tipo III, II, V, VII y VIIlI. De dichos gérmenes se han extraido
por autolisis enzimas capaces de hidrolizar a los correspondientes po-
lisacaridos. El fermento que actla sobre el polisacarido capsular del
tipo Ill estd adaptado especificamente a ese Unico polisacarido ; de tal
modo ha adaptado el germen su sistgma enzimatico, que es posible, con
auxilio de estos \fermenta,s Especificos, establecer diferencias entre
polisacaridos que dan reacciones cruzadas con especificos antisueros.
Asi, el polisacarido de la goma de Acacia que reacciona con el anti-

suero para el neumococo tipo Ill, no es afectado porlel fermento' que
hidroliza al polisacarido del tipo Ill. AGn mas notable > la diferencia
entre las 'enzimas que atacan a los polisacaridos del tipo Il y del

tipo VIIlI de neumos. Ambas sustancias estdn compuestas de glucosa
y de é&cido glucoronico en diferentes proporciones, y por este parenr
tesco quimico exhiben cierta reaccion cruzada con los antisueros ; pero
los fermentos bacterianos desarrollados para cada uno de esos dos
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polisacaridos fallan en el ataque sobre el otro, es decir, que estos fer-
mentos son aun mas especificos que los propios anticuerpos obtenidos
.por inmunizacién experimental de animales.

;Qué ocurre si ise adiciona polisacaridasa tipo Ill al cultivo de
neumos de tipo I11? Pues se .observa que no inhibe el crecimiento ni
origina lisis en los neumos, pero éstos ya no son aglutinables (0o lo
son muy débilmente) con el antisuero respectivo; es mas, la capsula,,
tan facil de detectar en el neumo tipo Ill, ya no lo es después die ese
tratamiento. La accién dpi fermento se ha limitado a la capsula y no
ha afectado a la jcélula, pues esos neumos transferidos a medios des-
provistos del fermento especifico recobran su capsula y su.aglutina-
bilidad especifica. 1 =

¢El curso de una infeccion neumococica podra ser desviado en un
animal susceptible por inyeccion de este agente hidrolitico? De hecho*
afirma Dubos, se ha encontrado que el fermento tiene accién protec-
tora sobre animales inyectados con neumos de tipo Ill, jy su valor
protector es destruido por calentamiento a 70° durante diez minutos.
La accion protectora reside !len la capacidad del enzima para descom-
poner a la sustancia capsular del agente infeccioso. Lo notable de este
fermento es que ni es bacteriolitico ni bactericida; destruye a la cap-
sula del neumo y éste gt"eda asi a merced de la accion de los fagocitos.

Estos interesantes trabajos confirman que es el polisacarido el que
determina la especificidad serolégica del neumo y condiciona su vi-
rulencia.

Conocido es el hecho de que los neumos tratados por bilis o siales
biliares se disuelven en'pocos minutos (*), el antigeno capsular se in-
activa al mismo tiempo, aunque el polisacarido capsular permanece
inalterado. La bilis actia como activador del. fermento autolitico y éste
inactiva el antigeno capsular.

La rapidez con que los neumos se lisan es una de sus mas notables
caracteristicas, y ello se debe al fermento bacteriolitico, que experi-
mentalmente puede ser utilizado para inactivar rapida y completa-
mente el antigeno capsular de neumos virulentos.

La lisis se-expresa por la pérdida de la Gram positividad, por des-
integracion del cuerpo celular y. aclaracion de la suspensidon bacteriana.
Si se someten neumos muertos por el calor o por el yodo a la accion
de preparados activos del fermento bacteriolitico, pierden la propiedad
antigénica de estimular en conejos la formacién de anticuerpos pre-
cipitantes para el tipo especifico de su polisacarido. De modo qué el
sistema bacteriolitico jes capaz de inactivar el antigeno capsular de cé-
lulas muertas; pero pard eso no es necesario la disolucidon total de las

\

(*) En los hemocidtivos, una de las siembras se hace en bilis para
que en este medio no se desarrollen los neumos y si los gérmenes del grupo
tifieo-paratifico, aunque el profesor Rodriguez Meras' nos cit6 un caso de
siembra de sangre en bilis (en un hemocultivo) y con gran sorpresa aislé
de ese medio un neumococo que no se habia Usado.
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células; es suficiente hacerlas Gram negativas sin que pierdan su mor-
fologia, lo cual puede lograrse en determinadas condiciones de accién
del férméMo bacteriolitico.

Dubos ha estudiado también la accién de los fermentos proteoliti-
cos sobre los antigenos capsulares y observado que las células muertas
de neumos, son resistentes a la pepsina, pero muy sensibles a la trip-
sina; con ésta y quifiotripsina, se aclar6 la suspensién y vi6 que
el 75 % del peso celular se solubiliz6 y que el residuo no atacado por
la tripsina sélo contenia el 8 % del N total. La observacién microsco-
pica de los neumos asi tratados revel6 que continuaban como cocos
gram positivos, algo menores ein tamafio‘'que los de control, y que la
suspension de estas células digeridas, inyectada a conejos por via in-
travenosa, provocaba la formacién de anticuerpos, especialmente diri-
gidos a su tipo de polisacarido. Es decir, que la digestion proteolitica
remueve de los neumos gran parte de las proteinas, pero deja una
estructura residual que reacciona positivamente al Gram y se compor-
ta aun como antigeno capsular.

También Dubos ha estudiado la acciéon de un fermento procedente
de leucocitos polimorfonucbares sobre la antigenicidad de los neumos.
Dicho fermento destruye el caracter basofilico de neumos muertos por
el calor e inactiva su antigeno capsular. Ese fermento no es capaz de
desintegrar las células bacterianas, ni descomponer al propio polisa-
carido capsular; parece ser que ataca a la ribonueleina existente en
el neumo. (

Como las bacterias por su tamafio no se prestan a ser estudiadas
por los métodos clasicos, los trabajos de Dubos deynnAestran la posibili-
dad de utilizar los enzimas como reactivos especificos pava'estudiar las
células bacterianas.

ANTIFERMENTOS

Aproximadamente unos dieciséis antifermentos han sido estudia-
dos, y Sunvr\er los clasifica asi; Grupo 1, sustancias .que existen nor-
malmente en los animales: anticatalasa, antiglioxalasa o la antitripsina
de la clara de huevo (*). Grupo 2, sustancias protectoras halladas en
los ,nemétodos (Ascaris lumbricoides u otros parasitos intestinales).
Grupo 3, anticuerpos obtenidos por la inyeccion de un fermento en
algunos animales. ,

La ureaisa aislada cristalizada en 1926 por Stcmner es especialmen-
te apta para obtener su antifermento especifico, pues es 'estable al pH
de la sangre, no existe en la sangre de los mamiferos y lpuede ser
estimada con facilidad y con exactitud.

—a ecei m

«*) Quiza en este grupo encaje la antilipam descubierta por Braum
en la semilla de Abrus pi'ecato'tmis (O. Fernandez: «Los antifermentos en
terapéutica», 1917). '

'5
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La naturaleza extremadamente téxica de la ureasa, aunque nada
tiene que ver conlu antigenicidad, le hace facil de investigar en ex-
periencias de inmunizacién activa y pasiva.

Aunque diversos "investigadores han realizado experiencias (142)
gue "indican la probable produccion de antifernventosmestimamos que
los trabajos de Supiner (143) son los primeros que prueban, sin género
alguno de duda, que un antifermento puede ser producido y lo que son
las propiedades generales de un antifermento.

En contraste 'con la ureasa cristalina, la pepsina cristalizada es
practicamente inservible para la produccion de un antifermento por-
que es inactiva al pH de la sangre y porque el compuesto pepsina-
antipepsina, sin duda, seria descompuesto a la reaccion acida que es
necesario para comprobar la actividad pépsica.

Carnot, Gerard jy Moissonnier demostraron que la ureasa- de soja
es muy tdxica para los perros.

Tauber y Kleiner inyectaron disolucion de ureasa cristalina a co-
nejos y ratas y obtuvieron resultados similares.

El envenenamiento por .ureasa es rapido y el efecto directamente
proporcional a la dosis; 0,15 mgs. de ureasa cristalizada es mortal in-
yectada a conejo de dos kgs., debido probablemente a los iones NH4
mas que a la alcalinidad, ya que la muerte ocurre cuando el amoniaco
de la sangre alcanza 5 mgs. por 100 c. c., cifra baja paria ocasionar
cambios en el pH.

En 1930, Sumner y colaboradores inmunizaron por via intraperi-
toneal a conejos para la ureasa; estos anima’es podian tolerar maés
de 1.000 dosis letales de ureasa, y de su sangre obtuvieron por técnica
especial la antiureasa, y aunque no lograron su cristalizacién puede
deciirse que es el anticuerpo mas puro que 30, ha logando obtener.

La tripsina tiene escasa o nula accién a pH 7 y 37° sobre dicha
antiureasa; en cambio, la pepsina a pH 4,3 la inactiva.

Se valora la antiureasa por su capacidad para precipitar a la urea-
sa, a la cudl puede precipitar a grandes diluciones, dando un apreciable
enturbiamiento, aun cuando la dilucién final alcance una concentracién
de una parte de ureasa en 600.000, lo que le llevé a Sumner a afirmar:
“Judg\ed on the basis of this i‘eaction crystalline Urdase is one of the
most antigenic substances known.”

En el método de valoracion de Sumner se adiciona una determina-
da cantidad de disolucién de ureasa cristalizada la un determinado
volumen de disolucion de antiureasa, se incuba a 37° durante media
hora, después se centrifuga; el precipitado es urmoSfL-antiureasa, y la
ureasa que sobrenada (debe ponerse en exceso) se valora por la técnica
corriente. En esta técnica la antiureasa se expresa en unidades anti-
u~edsa precipitantes.

L& antiureasa protege a los animales contra la accién téxica de la
ureasa. En el ejemplo siguiente de Sumner se aprecia el efecto sobre
el amoniaco sanguineo cuando se inyectan a un conejo normal 90 uni-
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dades de urecflsa, e igual dosis & otro conejo al que previamente se le
han inyectado por via intraperitoneal 90 unidades antiureasa.

NH, en mgs. de N €1 1
100 c. c. de sangre

alcanzé a la hora a las dos horas
\
Conejo num. 1, normal ... 0,1 4,4 5,0
\e
Conejo nim. 2, inmunizado pasiva- L
0,1 0,1 =01

El animal ndm. 1 muere, y al nim. 2 no le pasa jnada.

Kirk y Sumner han demostrado que la antiureasa obtenida utilizan-
do como antigeno la ureasa de la Cdnnavalia ensiformes precipita e
inactiva a la ureasa de soja y protege a los conejos contra la soja-
ureasa, de modo que el fermento parece ser idéntico en avibcUs semillas.

Estos trabajos demuestran la ‘posibilidad de identificar fermentos
con los antisueros especificos.

FERMENTOS DE DEFENSA

La reaccion de los fermentos de defensa de Abderhalden esta fun-
dada en un principio de biologia general: la aparicion de fermentos
proteoliticos dotados de gran especificidad frente a las albuminas ex-
trafias al organismo introducidas por via parenteral 1(144).

Los fer-mentos de defensa surgen en el momento y lugar precisos
para defenderse de las (proteinas extrafias; asi, durante el embarazo
aparecen en la sangre fe'rrmfintos proteoliticos dirigidos contra las al-
buminas placentéarias, y durante el cancer, fermentos especificos de las
albuminas propias del tipo de cancer de que se trate.

Estos fermentos de defensa trabajan a un pH 6ptimo de 7; la adi-
cién de suero activa su accion, asi como el SH2. El enfriamiento refrena
su accién y a 56° se inactivan.

La técnica de’la caracterizacion de estos fermentd,s de defensa se
ha simplificado mucho con la utilizacién de la orina (por lalque se
excretan dichos fermentos) en lugar del empleo del suero.

La orina (neutralizada si es preciso) es adicionada de volumen igual
de acetona, se centrifuga el precipitado y su suspension en suero fisio-
légico al 0,9 % de CINa, se emplea como portadora de fempento, que
se hace actuar sobre las albuminas frente a las cuales se desea inves-



68 FLORENCIO BUST.INZA LACHIONDO

tigar la existencia de un ferimento espiacifico. Si se trata'de investigar
embarazo, carcinoma y trastornos de los 6rganos horm-onégenos, en-
tonces el precipitado obtenido al agregar acetona a la orina se pone
directamente en contacto con el sustrato proteinico. La casa Promonta
de Hamburgo, prepara los organognost, polvos proteinicos de 6rganos.

La existencia de los fermentos se descubre indirectamente por la
investigacién de los productos de desdoblamiento de las proteinas res-
pectivas. En el método de dialisis (muy utilizado al principio) se em-
plean sacos de colodién dig Schil&ich-Schull (que deben ser impermeables
a las proteinas) ; en su interior se colocan: la proteina ,y el producto
problema en el que se va & investigar el fermento especifico. Como
reactivo para explorar la desintegracion proteinica se utiliza la ninhi-
drvm. Este método, sencillo en apariencia, es de técnica delicada.

Hoy se utiliza de preferencia el método interferométrico de Hirsch:

Existen también otros métodos, tales como el refractométrico die
Pregi, el método microscépico y el método Espectrofotometrico (estos
dos ultimos, lo mismo que el de dialisis, son del prof. Abderhald\°n).

El campo de aplicaciéon de la investigacién de los fermentos de de-
fensa es grande.

En lalactualidad no existe procedimiento que pueda aproximarse a la
finura y sensibilidad en la diferenciacion de proteinas que se consigue
con este método. Ello ha permitido resolver diversos problemas; asi,
se ha podido reconocer que las proteinas de los mismos O6rganos o
tejidos pertenecientes a animales diferentes tienen constitucion dife-
rente; que hay diferencias segin el sexo; que una desemejanza en'la
globina es la base de los diversos grupos sanguineos; que'pueden dis-
tinguirse las proteinas sometidas a la irradiacion ultravioleta de las
no irradiadas, etc.

Esta alta especificidad se apaga cuando la cantidalla de albimina
inyectada al animal de experimentacion sobrepasa cierto limite. Las
proteifiasas obtenidas en ese caso son capaces de atacar allos albumi-
noides emparentados con la albiumina inyectada. Se ha sacado prove-
cho de esta propiedad para descubrir el parentesco estructural de las
diversas proteinas en 'os estudios de la herencia, y se ha podido de-
terminar en los bastardos la preponderancia paterna o materna. Este
método se ha aplicado también a estudios de herencia en las plantas
y al estudio de las diferencias entre los albuminoides -de variedades de
plantas resistentes al frio y de las que no lo son (145).

La reaccion ha dado excelentes resultados en la diferenciacion de
proteinas de especies de bacterias muy proximas permitiendo distin-
guir -los tipos de bacilos tuberculosos, paratificos, etc.

En los enfermos de tuberculosis se ha demostrado que.su suero
tiene fermentos dirigidos contra las proteinas badilar\&, y con tanta
mayor actividad cuanto que su estado general sea mejor.

Dicha reacciéon ha permitido también reconocer la importancia, de
2 flora asociada en los tuberculosos.
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En la grippje aparecen proteinasas especificais al B. de Pfeiffér, lo
gue demuestra su participacién patoégena. <

La reaccion de Abderhalden rinde servicios en el diagnéstico del
cancer; pero es preciso tener bien presente que no existe un solo tipo
de aliumina cancerosa, sino que la albimina de la célula- cancerosa
ofrece caracter especifico segin su procedencia, es decir, que el reac-
tivo, la proteina que se ha de utilizar para investigar en la orina el
fermento especifico debe proceder del mismo 6rgano enfermo, con
igual naturaleza histologica’ que el tumor que sé sospecha. Asi,,un
cancer del estbmago so6lo sera revelado por un reactivo preparado con
un cancer gastrico; un reactivo preparado con cancer del intestino no
daria ningun resultado. Igualmente un cancer pavimentoso del cuello
del Gtero no podra ser puesto en evidencia con una proteina obtenida
a partir de un caricer cilindrico del cuello uterino (146).

Parece que hay cierta relacion de parentesco entre la albumina del
tumor primitivo y la de las metastasis.

Por lo tanto, cuando clinicamente se sospecha la existencia de un
tumor pero sin que se pueda precisar el drgano afectado y si existe
un tumor para averiguar la naturaleza histoldgica 'del mismo, se hace
indispensable efectuar diversas pruebas con diversas proteinas en re-
lacion con las diferentes hipotesis clinicamente verosimiles. Es nece-
sario la repeticion de los examenes para cada enfermo, pues la elimi-
nacion de los fermentos es variable.

La existencia de fermentos de defensa comprobada en diferentes
tomas permite afirmar el diagnoéstico del cancer, en tanto que su ausen-
cia es un argumento valioso contra dicho diagnéstico.

En las afecciones endocrinas la reacciéon de Abderhalden es de gran
valor para establecer un diagnostico precoz y exacto, asi como para
estudiar la eficacia del tratamiento. Pero, afirma Abderhalden, so6lo
se puede reconocer el disfuncionamiento glandular sin poder precisar
syse trata de hipo o de liiperfuncién.

Durupt opina que en la mayoria de los casos un valor fermentativo
elevado para la proteina de una g'andula considerada se puede inter-
pretar como un estado de hipofuncion glandular (147).

Este método de investigacion puede también informarnos sobre los
estados intersexuales poco, acentuados, pues estos enfermos tienen la
particularidad dé poseer ifermentos para la glandula del sexo opuesto
al suyo, a veces en mayor cantidad que para la glandula de su propio
sexo (147).

Las multiples posibilidades del método de Abderhalden le elevan a
un primer plano en las investigaciones clinicas y bioldgicas.

Para el estudio de las proteinasas defensivas en el cancer se han
realizado en la Seccion de Quimica Bioldgica del Instituto “Ramén y
Cajal” diferentes trabajos. Unos dirigidos a obtener los substratos es-
pecificos procedente de tejidos tumorales, y otros destinados a com-
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probar en los enfermos portadores de cancer la eliminacién en su orina
de las proteinasas defensivas.

En estos trabajos se han obtenido los resultados siguientes:

Eliminacién en la orina de los enfermos portadores de cancer de
proteinasas defensivas especificas. Desaparicion de las proteinasas de-
fensivas caundo ha desaparecido la tumoracién y persistencia de ellas
cuando han quedado restos de tumoraciéon o existen metastasis. Apa-
ricion de proteinasas anespecifieas por accion de los rayos X sobre la
tumoracion.

Se han obtenido 20 substratos'y las determinaciones se han llevado
a cabo en 52 enfermos.

De los resultados de estos trabajos de los doctores Lucas Gallego,
Santos‘Ruiz y C. Gil, se deduce que la investigacién de los fermentos
tiene aplicaciones al diagnéstico y tratamiento de los tumores (147 bis).

* *

En la enzimoreacoiéon de Sivori y Rabaudi fundada en If reaccion
de Abderhalden,. se ponen los sueros problema en contacto con poli-
péptidos procedentes de las proteinas para las cuales el organismo ha
elaborado fermentos especificos. * -

Murié Raspi ha aplicado la enzimorreaccién de Sivori al estudio
de los trastornos digestivos y nutritivos de los lactantes. Ha utilizado
antigenos procedentes de leche de mujer y dei leche de vaca, es decir,
proteinas de esas 'leches hidrolizadas hasta el grado de polipéptidos, y
las ha ensayado frente a sueros problema, comprobando con la ninhi-
drina la formacién de aminoéacidos. Segun dicho investigador, el suero
de nifios lactantes alimentados al pecho y bien nutridos contiene fer-
mentos ,para la leche de mujer y también fermentos para la leche de
vaca, aunque en menor proporcion. El suero de nifios alimentados ex-
clusivamente con leche de:vaca y bien nutridos contiene fermentos mas
0 menos activos para esta leche, pero la reaccion es negativa para las
proteinas de la ledhe de mujer. De estos hechos concluye Mario Raspi
que la presencia en la circulaciéon de fermentos digestivos para la leche
dé vaca o ,para la leche de mujer estd en relacién con la ingestion
repetida de Una o de otra leche.

Explica el hecho paradogico de que los nifios alimentados al pecho
poseen fernlentos para la leche de vaca, admitiendo que éstos le son
suministrados por la madre que bebe leche >k vaca y que le llegan
por la via placentaria durante la vida intrauterina, o quizad por la
propia leche materna después del nacimiento.

Ha observado que en las gastroenteritis agudas y'en la atrepsia
la reacciéon disminuye mas o menos y puede hacerse negativa, y cuando
el nifio mejora y se cura entonces vuelve a hacerse positiva. El orga-
nismo enfermo pierde el poder de desintegrar los productos nitroge-
nados normales que han penetrado en la circulaciéon por la via diges-
tiva (148)f
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LOS FERMENTOS Y LA ESTABILIZACION DE DROGAS

En la preparacion de la insulina, a partir de pancreas de buey o de
cerdo adultos, es necesario proceder previamente a la paralizacién de
los fermentos proteoliticos del pancreas, macerando dichos érganos en
liquidos acidos o alcohéleos (de elevada concentracién), pues de no
hacerlo asi la insulina es digerida por ,aquellos fermentos.

La preparacion de la vitamina A y de la vitamina D a partir de
higados de peces es muy delicada, y cuando no es posible someter di-
chos o6rganos inmediatamente de recogidos a las opéraciones de ex-
traccion es necesario suslraerlos de la influencia del aire y de la
accion de los fermentos contenidos en dicho 6rgano (pepsina, tripsina,
peptaisas, argivpsa, crcatinasa, lipasa, fosfktasas, etc.), que provocan la
autodigestion de tal forma que si no la evitamos' se alteran aquellas
vitaminas. La inhibicion de los fermentos puede lograrse por el en-
friamiento o bien por el calor. En la patente ingflesa 401.095 se some-
ten previamente los higados durante 45 minutos a la accién del vapor
a 70°-80°, temperatura que inactiva a los fermentos del higado y al
mismo tiempo mata a las bacterias qué pudieran contener.

Hay ciertos productos vegetales que por su contenido en grasa se
alteran facilmente, sobre todo si estan reducidos a polvo. Las lipasas
actuando sobre los glicéridos provocan su acidificacién, que es un paso
para el enranciamiento. En esos casos el desengrasado previo del ma-
terial le estabiliza. Se desengrasa el polen para conservarlo y preparar
cuando convenga ’'os extractos utilizados para las pruebas de sensibi-
lizacion.

El cornezuelo de Centeno se estabiliza por desengrasado. He tenido
oportunidad de efectuar- en los Laboratorios Zeltia de Porrino algunos _
ensayos con el polvo de cornezuelo estabilizado y he observado 'que su
riqueza en catalam es extraordinaria; ello no me sorprendid, pues el
cornezuelo es un material rico en grasas (22-27 %) (*), y me era bien
conocido el hecho de que los 6rganos vegetales ricos en lipidos, se-
millas oleaginosas y tubérculos oleginosos (chufa) son también ricos
en dicho fermento. Los ensayos previos que hice para investigar li-
pasa en el cornezuelo estabilizado $o me dieron resultados muy con-
cluyentes.

Durante la defecacion de muchas plantas medicinales, sus princi-
pios activos experimentan cambios que pueden motivar la disminucién
o la pérdida de su actividad farmacoloégica.

Las plantas recién recogidas y puestas a desecar continGan vi-
viendo durante algun tiempo, respiran y consumen reservas de azu-
cares, almidén y posiblemente la fraccion azucarada de ciertos glu-

(*) Dato que amablemente me ha facilitado el Dr. F. Calvet, de los la-
boratorios Zeltia.
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cosidos. Por la transpiracién, y muy especialmente por la evapora-
cién, dichas plantas pierden agua, lo cual determina la pérdida de la
turgescencia celular, rompiéndose el equilibrio osmético de las células,
por lo que el contenido de unas y de otras puede ponerse gen contac-
to, sobreviniendo reaccionas entre los fermentos y determinados prin-
cipios activos (que no tienen lugar en la planta 'fresca) : hidrolisis,
con desmoronamiento de determinados edificios mo’eculares; elimina-
cion de moléculas de azucar (este es el caso de los glucésidos digitéali-
cos); 'pudiendo quedar en libertad las &gliconas, algunas de las cua-
les estan desprovistas casi de actividad farmacol6égica o con actividad
farmacolégica diferente de las sustancias primitivas. Las agliconas,
si son de natura”~za fendlica, pueden oxidarse, facilmente con inter-
vencién 'de las fenoloxidasas y transformarse en cuerpos nuevos, ad-
quiriendo coloraciones, entre éstas los llamados rojos flovaféiticos.

Hay plantas que al desecarse se ennegrecen, ennegregimiento que
puede ser debido a la accion de jla laccasa sobre el laccol, de la tirosi-
nasa sobre la tirosina; en otros casos se trata de oxidaciones tanicas,
en las que intervi.enen oxidasas (caso de los frutos del Viburnum lan-
tana, estudiado por el profesor Chodat).

Bourquelot y Hérissiey descubrieron (149) en la Aucuba japénica
un glucésido, el aucobasido, que se desdobla por la e-niulsind, liberan-
dose aucubigenin\a, que es la que se transforma en un pigmento ne-
gro, responsable del ennegrecimiento de dicha planta. Ese es tam-
bién el caso de los Plantago, estudiado por Bourdier (150), aunque,
segun AlUoe Senglét (151), también interviene en el ennegrecimiento
de los Plantago la tirosinasa. .Mlle. Br,aeche ha estudiado el ennegre-
cimiento de los Rhinanthus y Melampyrum y ha demostrado intervie-
ne también la eynulsina 'sobre el au.cobésido, con posterior transfor-
macién de la aucubigenina formada (152).

En el caso del Orobus- niger L. = Lathyrus niger 'Bernh, la me-
lanogénesis es debida a 14 oxidaciéon de la hidroquinona (*) liberada
por la accién de la emulsina sobre el arbutésido. Breviére (153) loca-
liza el arbutésido en las preparaciones del Orubus niger, utilizando
como reactivo Ja emulsina y caracterizando después a la hidroquinona
formada. También hace actuar la emulsina sobre polvo de aquel méa-
terial, y luego, por mierosublimacién, obtiene sublimado de hidroqui-
nona (**).

No siempre ios fermentas sonResponsables del cambio de color de

'(*) Bourquelot y A. Fidhténholz han demostrado que el arbutésido
interviene en la produccién de los tintes otofiales que adquieren las hojas
de los perales. Hay hidrolisis del arbutésido y oxidacion de la hidroquinona
formada. Y - i

e(**) La caracterizacién en las hojas de gayuba de la arbutina puede
realizarse facilmente colocando su polvo en porta con pequefia cantidad de
emulsina y agua, y al cadbo de algunas horas se efectlla una mici’6subhma-
cion y en el sublimado se caracteriza la hidroquinona,
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las drogas durante la desecacion. En muchos casos se trata de sus-
tancias preexistentes (yuglén, en las hojas de nogal y nued&s; dioxi-
fentlalanima, en la Vicia faba) que se auto-oxidan por las variaciones
del pH celullar ‘durante la desecacion. Como la desecaciéon lenta con-
duce a la necrobiosis que desplaza el pH hacia la alcalinidad, por eso
la auto-oxidacion es tanto mas intknsa cuanto mas dura la desecacion;
de aqui la regla empirica de desecar rapidamente las plantas para ob-
tener drogas de buen aspecto.

Hay p’antas que 'al desecarse desprenden olor a salicilato de une-
tilo. Bourquelot, en 1894, observo que al partir el tallo 'de Monotropa
Hypopytis se percibe claramente olor a salicilato de metilo; es de-
bido & que contiene un glucoésido del éster metilsalicilico el monotro-
pitasido, el cual, por la accion de un fermento, la gualterasa,'se desdo-
bla en salicilato de metilo y primvejrosa (disacarido formado por xilo-
sa y'glucosa). Bridei demostré (154) que la emulsina es también car
paz de hidrolizar al monotropitésido. Hoy se conocen muchas plantas
que al desecarse desprenden salici'ato de metilo; ejemplo, corteza de
Betula lenta, semillas de Ramnus utilis, hojas 'de Gualtheria procum-
bens y en diversas Poligalas, Primulas y Spireas.

Las raicillas del Geum urbanum, aplastadas y frotadas entre ‘los
dedos, desprenden olor a eugenol. Bourquelot y Hérissey (155) demos-
traron que el eugenol procedia del desdoblamiento del ge6sido (geina)
por la accion de un fermento, la geasa, que le desdobla en eugenol y
‘glucosa + arabinosa. La emulsina no ejerce accién sobre el geésido
contenido en los liquidos extractivos de raices de G. urbanum, pero si
actua sobre las disoluciones del geo6sido cristalizado (Hérissey et
Cheymol, 156).

En la desecacion de diversos Melilotus y de la Asperula odorata
se. percibe el olor a cumarina. La circunstancia de ser necesaria la
desecacion o de aparecer con tratamientos que provocan la muerte
plasmolitica de las células hizo pensar a Bourquelot [y Hérissey (157)
que estaria en dichos vegetales la cumarina al estado de glucésido, y
durante la ‘desecacion por la accién de la \eomdsirui se desdobla/ libe-
randose el perfume: la lactona del &cido ortocindmico o cumarina.
D'ela-unay, aplicando el método bioquimico de Bourquelot y Bridel, ha
demostrado la presencia en Orchis purpurea, O. militaris y O. simio
de glucésidos de la cumarina, y en diversas orquideas ha determinado
la presencia de glucésidos de vainillina, basandose en la transforma-
cién de ésta por oxidacion mediante jugo de Russula d*lica en la de-
hidrodivainillina (158).

Las hojas del laurel cerezo, al desecarse, huelen a aldehido ben-
zoico y desprenden también CNH, debido a ponerse en contacto la
emulsina y la prulaurasina.

Estas transformaciones, motivadas por la intervencién de enzimas,
pueden ser reproducidas rapidamente con los materiales frescos, so-
metiéndolos a la acciéon de los anestésicos (159) o a la acciéon de bajas
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temperaturas (160), agentes con los que se consigue provocar la piais-
molisis celular, determinando la salida de agua con glucésidos de cier-
tas células y de agua con fermentos de las células que los contienen, y
al ponerse en contacto éstos con los glucésidos provocan su hidréli-
sis, desprendiéndose CNH vy aldehido benzoico en el caso de glucési-
dos dafiogenéticos, ennegreciéndose en el caso de plantas con aucu-
bésido, liberandose cumarina en el caso de plantas con glucésidos de
la cumarina, desprendiéndose salidlato de metilo en las pjantas con
monotropitésido, etc.

Vemos, pues, que durante la desecacion pueden ocurrir cambios
en la composicion quimica de ciertas drogas, que se traducen en cam-
bios de coloracién y liberacién de productos aroméaticos, alterdndose
en muchos casos alguno de sus componentes, hasta el extremo de per-
der su especial virtud medicinal. La genciana contiene un glucésido
activo, la gendopicrina, el cual durante la desecaciéon se hidroliza y
pierde su actividad. La Valeriana contiene ésteres del borneol (vale-
rianato, acetato y formiato), a los que debe su acdén antiespasm ndi-
ca, pero durante la desecacion se hidrolizan, formandose borneol li-
bre menos activo que cuando estd esterificado y acidos- organicos como
el valerianico, de olor desagradable y de ligera accion estimulante.

Bourquelot, en 1900, di6 cuenta en un Congreso de Medicina de
los trabajos que venia efectuando desde el afio 1890 y con los cua-
les demostré la importancia que los fermentos oxidantes tenian en la
alteracion de las tinturas y 'de otros preparados farmacéuticos, asi
como su intervencién en las tranformaciones quimicas de las drogas
durante la desecacion. Fué también Bourquelot el primero en iniciar
los estudios sobre las kolas y en demostrar que el color rojo que apa-
rece en su desecaciéon es obra de oxidasas.

Perrot y Goris prosiguieron los estudios sobre la composicion qui-
mica de las semillas frescas de kola y demostraron que en ‘ellas la
cafeina estaba asociada a la kolatina y a la kolateina, y que durante
la desecacion se separaba la cafeina de su uniéon con la kolatina y
con la kolateina por la accion de fermentéte hidroliticos y ‘formando-
se, por intervencién de oxidasas, el rojo de kola (161).

Las alteraciones que experimentan las plantas durante la deseca-
cién por la intervencién de Jiidrolasas y oxidasas condujo a Bourque-
lot, Perrot y Goris a estabilizar a las drogais (destruyendo los fermen-
tos en ellas contenidos) y a preparar extractos preparados con plan-
tas estabilizadas (intraddés), que en muchos casos revelan accion far-
macoldgica idéntica a la que se logra con plantas frescas.

Los procedimientos de estabilizacion han sido ampliamente divul-
gados 'entre nosotros por los ilustres farmacéuticos Dres. Mas-Guin-
dal y Ptanadero (162), 'y entre nuestros farmacéuticos especializados
en la estabilizacion destacan, por su laboriosidad y competencia en
la materia, el Dr. Aurelio- Gamir Sanz, que estabiliza principalmente
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digital y bardana, y el Dr. Coloyner Pujol, que ha estudiado la esta-
bilizacion de la valeriana, retama negra y tabaco.

Bourquelot estabilizaba las drogas sumergiéndolas en pequefios
trozos en alcohol hirviente. Perrot y Goris inhiben a los fermentos
sometiendo las partes vegetales a la acciéon del vapor de alcohol a 95°
y a )a presion de '/ 4 de atmésfera durante tres a cinco minutos. Tam-
bién emplean el vapor dfe acetona.

El Dr. ‘Gamir sigue el siguiente procedimiento para estabilizar las
hojas de digital: inmediatamente de recolectadas, selecciona cuida-
dosamente las hojas enteras, sin jrasgaduras ni aplastamientos,' y las
somete a la accién de los vapores de pineno en su aparato de 'esta-
bilizacion.

Los 6rganos tales como raices, rizomas y semillas pueden estabi-
lizarse con vapor acuoso a unos 107° a 108°. Siegfried somete a las
plantas en cdmaras cerradas a la accién de una corriente de'aire a
60-80°, que no destruye a los fermentos, pero los inactiva por des-
hidratacion de las células

Zyma, de Nyon (Suiza), prepara, a partir de plantas frescas, sus
llamados dializados Golaz, sin someterlas a tratamiento térmico, por
un método especial, que consiste en someter las plantas reducidas a
pulpa a la dialisis con alcohol de 90° (163). El profesor Dr. R. Chodat
demostré la presencia de peroxidasas en dichos dializados, por lo que
puede servir su determinacion para diferenciarlos de las tinturas pre-
paradas a partir de drogas desecadas o estabilizadas (164).

Es importante al estabilizar tener en /cuenta la naturaleza de las
paredes celulares, espesamiento de la cutiera foliar, composicion del
jugo celular, rigueza en albiminas y mucilagos, densidad de estomas
en la 'superficie' foliar, etc., circunstancias que pueden determinar el
que para una planta determinada no se consiga destruir sus fermens
tos sino alcanzando una temperatura superior a la que 'haria falta
para 'lograr el mismo fin en otra especie proxima.

En los Laboratorios Zeltia, de Porrino, he realizado algunos en-
sayos con hojas de Digitalis purpurea recogidas en los alrededores de
la fabrica y con hojas de D. lawtta de sus plantaciones, y en ambas
especies he comprobado la existencia de oxidasa y peroxidasa. Las he
sometido inmediatamente de recolectadas al siguiente tratamiento :
las introduje en una 'estufa anhidra eléctrica de’ laboratorio calenta-
da a 100° y mantuve durante dos horas la temperatura entre 100° y
80°, y después de ese tiempo dejé bajar la temperatura hasta 37°, per-
maneciendo las hojas en la estufa a esta temperatura durante vein-
ticuatro horas. Pude comprobar que las 'oxidasas desaparecen mas ra-
pidamente que las peroxidasas y que la oxidasa de la purpurea se
destruye con mas facilidad que la de lanata (el tegumento es muy di-
ferente en ambas), pero en ambas al final de este tratamiento aun
podia poner en evidencia las reacciones de la peroxidasa.
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Se ha discutido mucho acerca de si es conveniente o0 no la esta-'
bilizaciéon de todas las plantas medicinales.

El profesor Ckodat, en un trabajo que'public6 en 1919 (164), de-

cia, con respecto a la estabilizacién de la holam lo que sigue: “Pero es
un error pensar que por este procedimiento se ha conservado en la
nuez de ko'a las propiedades de la semilla fresca. Los negros del Afri-
ca ecuatorial rehusarian utilizar la nuez de kola asi preparada, pues
desean obtener durante la masticacién otro efecto y utilizar por este
procedimiento los fermentos que contiene la. nuez de kola fresca y
que actuando sobre los... tano-glucésidos conducen & hidrélisis y oxi-
daciones que aseguran una accion fisiolégica determinada”.
m Al preparar el té negro se realiza durante la desecacién una fer-
mentacién, resultado de la cual se libera la cafeina de su combinacién
glucosidica y el t¢ ademas adquiere su aroma y el color njegm; de modo
gue si estabilizamos loas hojas del té por el calor obtendremos el %
verde, pero nunca un>té negro. En cambio, el méate (que desempefia
en Sudamérica el ‘mismo papel que el té entre los europeos y asiati-
cos) se somete a un tratamiento especial por los yerbateros, al objeto
de inactivar a los fermentos hidroliticos y ‘oxidantes que contienen
sus hojas, y asi se obtiene el mate estabilizado, que. es el que se con-
sume; de no hacerlo asi, el mate se ennegreceria por la intervencién
de peroxidasa y tirosinasa, como lo ha demostrado A. Senglet (165),
resultando un producto sin interés comercial.

Estabilizando los frutos del vainillero no se desarrollaria la fer-
mentacion especial en virtud de la cual se produce su principio aro-
matico, la vainillina. Seria absurdo estabilizar las almlendras a-mar-
egas y el laurel cerezo,'pues entonces no se liberarian de sus glucoési-
dos respectivos, amigdalina y prulaurasina, el aldehido benzoico y el
acido cianhidricof que nos interesan en laZXsencia de almendras amar-
gas y en el agua destilada de laurel cerezo.

También seria absurdo 1a estabilizacion de la mostaza negra, pues
entonces la sinigrina no seria desdoblada por 'la mirosinasa (integra-
da por dos fermentos: la mirosulfatasa y la tiosulfatasa), y entonces
no se formaria el 'isosulfacianuro de alilo, al cual se deben las pro-
piedades medicinales de dicha crucifera.

En cambio, la pérdida de morfina experimentada por el polvo de
opio durante su conservacion se estima es debida a una oxidasa (opio-
sa), que se destruye por calentamiento a 98° y por eso se prescribe
que el polvo de opio destinado a fines farmacéuticos debe ser calen-
tado durante dos horas a 98° y después ajustarlo 'a 10 % de morfina
anhidra.

La existencia de oxidd-sas en 'las gomas y gomg-resinas es causa
de que directamente los polvos de dichos productos sean incompatibles
con productos flendlicos: fenol, cresol, naftol, anisol, eugenol, vaini-
llina, morfina, aloina, colchicina, etc., pues se producen coloraciones
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por oxidacién de estos productos. Las gomas se estabilizan calentan-
dolas a 80°, temperatura, a la que se destruyan sus oxidasas.

Las tortas de lino 'en general contienen pequefia cantidad de lina-
marina (glucésido cianogenético), pero a veces en cantidad lo sufi-
cientemente elevada para producir intoxicaciones en el ganado, dan-
do cuenta el profesor Moussu de Alfor, en 1927, de accidentes mor-
tales en el ganado a consecuencia de la ingestiéon de tortas de limo,
ricas en CNH (166). La linamarina, por la accién de la linasu conte-
nida en la propia torta de lino, en presencia del agua se transforma’
en glucosa, acetona y acido cianhidrico, que es el agente téxico. Ahora
bien, a estas 'tortas toxigas se les puede privar de su toxicidad des-
truyendo el fermento hidrolizante de la linamarina por tratamiento
a 100°, y entonces dejan de ser peligrosas, pues aunque sigan conte-
niendo linamarina ésta no es desdoblada por la emtdsina de la mu-
cosa intestinal (167).

Por’ los ejemplos citados se desprende que «i unos casos conviene
estabilizar ‘y en otros la estabilizacién seria un absurdo. El Dr. Ga-
mir escribe a este respecto lo que sigue: “Creo que deben estabili-
zarse siempre aquellas plantas cuyos principios activos son glucdsi-
dos que facilmente pueden ser destruidos- por- hidrolisis y oxidacio-
nes consecutivas (digital, bardana, genciana, convalaria, etc.), y con-
sidero, en cambio, que no es necesario Ja estabilizacion en las .plan-
tas 'cuyos principios activos son alcaloides que aparecen salificados
por los &cidos del vegetal y, por consiguiente, no se descomponen
por la accién de los fermentos» hidroliticos. Téngase presente, sin em-
bargo, afade el ilustre farmacéutico, que esta distincibn no puede
hacerse de manera absoluta, y por esto insisto una vez mas en la
necesidad de estudiar cada planta como un caso especial, porque la

naturaleza de sus componentes puede constituir motivo #de excep-
cion” '(168).

LOS GLUCOSIDOS CARDIOTONICOS Y LOS FERMENTOS

En estos ultimos afios, el interesante grupo de glucésidos car-dio-
tonicos ha revelado parte de sus secretos a los investigadores.

Se trata de hidroxil-lactonas de hidrocarburos esterinicos, en los
que un gi'upo OH esta conectado -con una molécula de azlcar o con
una cadena de varios azuUcares.

En 1775 utilizé William. Withering por primera vez la digital, y
en 1785 publicé su interesante Monografia (169). Desde dicha fécha
esta droga ha sido objeto de multiples y cuidadosos estudios quimi-
cos y farmacoldgicos.

Antes de los notables trabajos del profesor Stoll se habian aisla-
do de las hojas de D. purpurea tres glucésidos quimicamente puros:
la ‘digitoxima, aislada en 1869, cristalizada por Natiuelle (digitalina
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cristalizada de Nativelle) y estudiada cuidadosamente desde el pun-
to de vista quimico y farmacoldgico por Cloetta (170); la gitoxina,
aislada pura 'por Cloetta y Krafft y estudiada por Wmdaus, y la gi-
talina, aislada también por Cloetta y estudiada por Windaus.

Por hidrélisis mediante los &cidos, la digitoxma da una molécula
de digitoxigenina. y tres moléculas de digitoxosa (desoxiazlcar res-
ponsable de la reaccion de Keller-Kuiani) :

c, HHO, + mi0 = cBh304+ 3C hRoc4

Digitoxina. Digitoxigenina. Digitoxosa.

e Por hidrdlisis, la gitoxina suministra digitoxigenina y tres mo-
léculas de digitoxosa:

c4d Hp On+ 3H I C 03+ 3G HBG

Gjtoxina. \ = Gitoxigenina Digitoxosa.

Por hidrélisis de la gitalina se obtienen dos moléculas de digito-
xosa y una molécula de hidrato de gitoxigenina, que por deshidrata-
cion pasa a gitoxigenina:

e m  mee ' N -,
Gs HB 02 fl 2H20 — C8 Ho 00 f ;C6 Hj» 04
Gitalina j Digitoxosa

Por deshidrataeion
jitoxigenina v v

En 1930, Sidney Smith aislé de las hojas de 'Diigitdiis lanata no
solo la gitoxina, sino un glucésido diferente de los hasta entonces co-
nocidos, la digoxina, que por hidrolisis engendra tres moléculas de
digitoxosa .y una molécula de digoxigénina (isomero de la gitoxi-
genina) : - " .

C« Il,, 0B+ 3H20 = .2 Hn 05+ 306 Hj, 04
Digoxina Digoxigénina Digitoxosa
L N ; - ; ' v

Jacobs descubrié que la cimarind es un constituyente esencial de
la mezcla de glucoésidos presentes en las semillas de Strophantus Kom-
bé. La cimarina da por hidrodlisis estrofantvdina y cimarosa (metil-
digitoxosa). (Véase esquema dei desdoblamiento enzimatico del K-es-
trofantésido.)

Jacobs y Hoffmann hallaron en las semillas de diversas especies
de Str&phantus un fermento, la estrofantobiasa, lioenzima que puede
extraerse por el agua y que se caracteriza por su habilidad para re-
mover todas las moléculas de glucosa de la K-estrofantina-fi y de las
estrofantinds amorfas mas ricas aun en glucosa, que aquélla (171).
Fué el estudio de este desdoblamiento hidrolitibo enzimatico el que
condujo a Jacobs a la conclusion de que los glucésidos méas complejos
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difieren de Lla K estrofantina-tf sélo por su mayor contenido en glu-
cosa.

En las semillas del St. Ko(mbé hall6 también Jacobs otra enzima
que transforma a la cimarina en un isémero, la alodmarina (que ya
no tiene accidon cardio-aetiva apreciable). Dicha transformacién afec-
ta a la estrofantidina, pues la hidrélisis de la alo-cimarina suminis-
tra cimarosa inalterada, y como aglucona, la alo-\es\trofantidina.

El profesor Stoll ha podido aislar (en los Laboratorios Sandoz) el
K-estrofantasido puro del Strophantus Kombé, que constituye el glu-
c6sido inicial, la sustancia madre de todos los glucésidos del St. Kom-
bé. Dicho K-estrofantésido contiene una molécula de glucosa méas que
la K-kstrofantina y su preparacion fué lograda impidiendo la hidré-
lisis enzimatica. Haciendo--actuar 'sobre el K-estrofantésido €1 fer-
mento%xtraido de las semillas de Strophantus (para el cual el profesor
Stoll propone el nombre de Strofantosidasa) 'se separan dos molé-
culas de glucosa y se. obtiene la cimarina, la cual por hidrdlisis &cida
se descompone en estrofantidina y cimarosa.

Si se hace actuar sobre el K-estrofantésido, la a-ghicosidasa de la
levadura, Unicamente se separa la molécula de glucosa ‘del final de la
cadena y resulta la K-estrofantina-/3 (véase esquema). Esta separa-
cion de una molécula de glucosa por la accibn de >a a-glucosidasa-
prueba que esa molécula engarzada al final de la cadena de azlcares
estd unida bajo forma de a-glucosa (172).

Esta serie sucesiva de' degradaciones nos revela de manera evi-,
dente los nun”erosos riesgos de degradacién hidrolitica ‘a que un glu-
césido cardio-activo inicial estd expuesto cuando no se adoptan las
precauciones especiales para la conservacién y para el tratamiento de
la droga.

En 1897, Lehijmann aislé de la corteza de la Periploca graeca (As-
clepediacea) un glucésido: la periplocina. Jacobs y Hoffmann trata-
ron dicho glucésido con la estrofantobiasa y obtuvieron glucosa y pe-
riplocimarina, que por desdoblamiento acido da cimarosa y la corres-
pondiente genina, la peripiog™nina C23H3405, isomero de la gitoxige-
nina y de la digoxigenina. Se diferencia la periplog\enina de la estro-
fantidina (C23H3206) en‘que el grupo COH de la estrofantidina (véa-
se el cuadro de formulas) estd sustituido‘por un CH3 (173):



Escilaridina A (Stoll) '

Estrofantidma Periplogejnina
m is ~\ n”
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El puhto de partida de los trabajos de Stoll sobre los glucésidos
digitalicos fue su 'estudio sobre los glucésidos, de la escila, en el que
utilizd6 métodos de investigacion similares a los que habian seguido
el profesor Willstcltter y él en el estudio de la clorofila y de la cloro-
filasa (174).

El método que se sigue en los Laboratorios Sandoz, de los cuales
es director técnico el profesor Stoll, para aislar los principios activos
de la'(Ascila consiste en utilizar los bulbos lo méas frescos posible, re-
cientemente extraidos y los someten a un tratamiento suave de ex-
traccién y purificacion, en el que procuran evitar las acciones enzi-
méaticaiS, asi como la degradacion por agentes quimicos (acidos y ba-
ses) ; operan ademas a baja temperatura y a ser posible en el vacio.
Asi obtuvo el profesor Stoll el estila-reno A cristalizado y el estilare-
no B amorfo (formado 'al menos por dos glucésidos).

Dejando varios dias un triturado de bulbo cubierto con acetato de
etilo obtuvo casualmente unos cristales algo- diferentes del escilarie-
reno A en la forma cristalina y que eran menos solubles en agua, y
que estudiados quimicamente revelaron ser de una sustancia que con-
tenia méas glucosa y menos azlcar que el estiifcreno A. Se trataba de
un producto nuevo, la proescilafidina A, formada por la acciéon de un
fermento, la escibarehasa (contenido en el bulbo de escila), sobre el
esbilareno A. Habia, 'pues, que evitar ,esta acciéon enzimatica si se de-
seaba obtener un elevado rendimiento en estilai\eno A, que es el glu-
cosido genuino. Se evita la accion de la &scuarenasa agregando al tri-
turado de los bulbos sulfato amoénico, que paraliza el fermento (por
precipitacion de albuminas) y 'al mismo tiempo coagula a las sus-
tancias mucilaginosas, con lo que se facilita la extraccion por el
acetato de etilo de los glucésidos-tanoides; luego separa Stoll los glu-
cosidos de los tanoides por un tratamiento adecuado por sales de plo-
mo, Yy, finalmente, obtiene cristalizado el 'glucésido puro, el escila-
reno A.

El Uscuay'eno A proporciona por hidrélisis acida escitaridina A,
menos activa y menos soluble que el escilnreno’ A, y un disacéarido, la
escilabiosa, que por hidrélisis mayor da ramnosa y glucosa.

La accion de la estilare-nasa sk reduce a separar una molécula de
glucosa engendrando pro-;stilaridina A sin .atacar a la ligadura de la
aglicona con el disacarido (174).

La escUarenasa ha sido investigada por Stoll, Kreis y Hoffmann,
y no ha sido 'posible obtenerla libre de células; se trata, pues), de
una d&smoenzima y es especifica- para- el escilareno A, no atacando
ni tan siquiera a ifa escilabiosa libree, siendo también inactiva fijente
a los glucésidos digitalicos, que también contienen, como el entilare-
no'A, una (molécula ,terminal de glucosa (175).

La experiencia lograda con el estudio de esta jaccién enzimatica le
sirviéo al profesor Stoll de mbase para el aislamiento de los genuinos
glucésidos digitalicos y para seguir su parcial desintegracion.
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El "profesor Stoll ha demostrado que la parcial o total eliminacion
de azlcar de 'los glucésidos originarios engendra productos de menor
actividad, observando en los glucésidos de la esoila y de la digital
que un menor contenido de azlcar implica disminucién de la solubi-
lidad en el agua y con ello disminucién de la reabsorcidén intestinal,
por lo que se comprende que la actividad de un extracto decrece con
la disminuciéon del contenido en azUcar de los glucésidos.

Los extractos (Mudos pierden facumfinPe sai actividad debido a
fermentos que remueven moléculas de azudéar o provocan isomeriza-

EstmfanlidmalL
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ciéon, como en \d miso estudiado por Jacobs de la transformacién \detla.ci-
marina en la totalmente inactiva alo-cimarina.

La desecacion o almacenamiento de las hojas de 'digital sin las
debidas precauciones o por tratamientos de extraccién poco apropia-
dos se traducen en la pérdida de parte de los azlcares constituyentes-
de los genuinos glucoésidos, y ello con tal rapidez, que no s supo has-
ta hacje poco que los tan conocidos glucésidos la digitoxina y la gito-
xina de la D. pui'purea, asi como la digoxina, aislada en 1930 por
Smith de la D. lanata, son en realidad productos derivados de los glu-
césidos originariamente presentes, los cuales contenian mayor can-
tidad de azlcar.
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L\a experiencia lograda en el aislamiento del escilaipno A fué la
que le permitié al profesor Stoll aislar ios glucésidos genuinos, pre-
servandolos del de\sdobla-miento enzimatico. La DigitaUs lanata (ori-
ginaria de los Balkanes) fué sometida a delicadas investigaciones
por Stoll y olaboradores, los cuales trituran las hojas de D. lanata a
baja temperatura con sales neutras, que precipitan a los glucésidos
y al mismo tiempo inactivan a los fermentos; sigue luego un trata-
miento con acetato de etilo, parecido al utilizado en la preparacién
del escilareno, y por fin aislan la mitad del contenido total de los
glucésidos de la D. lanata al estado' cristalino; formando el complejo
digilanido, del que, gracias a la destreza y constancia del colaborador
de Stoll, Walter Kreis, se consigui6 separar sus tres componentes; el
digilanido A, digilanico B y el C, 1Gs tres cristalizados.

Por hidrdlisis acida de estos digilanidos, conducida con cuidado
para prevenir descomposicion de la digitoxosa, se pudo comprobar la
presencia de dos moléculas de- digitoxosa y ademas se pudo aislar
un nuevo disacarido, la digilanidobiosa (formada por una molécula
de digitoxosa y una de glucosa). Ademas de los productos usuales
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en la hidrélisis de‘los glucoésidos (aglicona y azucares), los digilanidos
dan una molécula de acético, lo cual no se habia observado en los
glucésidos de la D. purpurea.

La hidrélisis del digilanido A da como aglucona la digitoxig&ni-
na; del digilanido B se obtiene la gitoxigenina, y del C, la digoxigs-
nina, desconocido en el grupo de los glucésidos de la purpdrea.

Es muy interesante 'el que por hidrdlisis parcial de los digilani-
dos A y B se hayan logrado los purpureo-glucésidos A y B de la
D. purpurea. El grupo acetilo se separa de los tres digilanidos me-
diante hidroxido calcico, con formacion de los deacetildigilanidos A,
B y C, en los que el anillo lactonieo estda aln intacto. -

La d&paracion selectiva de la jmolécula de glucosa terminal (véa-
se esquema) se verifica por la accion de la diglanidasa contenida en
la D. g"ipWTxi. La diguanidasa, y con menos intensidad la digipur-
pidam, separan una molééula de glucosa de los respectivos digilani-
das; al digilanido 'A le convierten en adi&tudigitoxina, qiNe por elimi-
nacién del grupo acetilo (por hidroélisis alcalina suave) se convierta
en digitoxina. La digipurpidasa, y con mienos intensidad la digilani-
dasa, separan una molécula de glucosa ael deacetiMigilanido A, o
purpureoglucésido A, y le convierten en digitoxina (véanse esguemas).
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Los precursores de los dos mas importantes glucosidos de la
D. purpurea, la digitoxina y la gitoxina, se llaman purpureoglucési-
dos A y B y han sido aislados de las hojas de D. purpurea, pero no
cristalizados, resultando el purpdreoglucésido A 'idéntico al deacetil-
digilanico A, obtenido por eliminacion del grupo acetilo del digilani-
do A y el purpareoglucésido B, idéntico &l deacetildigilanido B, ob-
tenido por eliminacion del grupo acetilo del digilanido B.

La identidad de los purpureoglucésidos Ay B con los deacetildi-
gilanidos A y B se sostiene, obteniéndole de. ellos por hidrélisis enzi-
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matica con polvo de hojas de D. purpurea, digitoxina y gitoxina, res-
pedivamente. - ' !

Los glucosidos genuinos digitalicos, lo misino que el esdlareno A
y»la K-jostrofantina-p, reaccionan con los enzimas apropiados en tal
forma g la molécula terminal de glucos\a es separada en el caso del
esdlareno A, de la ramfiiosa, en la K-estrofantina-i3 de la éimarosa y en
los glucoésidos ‘digitalicos de la digitoxosa.

Hc°\==-0
c—cll2
ti, H Irey; o .
rey JMACHjly eVcall>a
v Suarp ye leyity'a <Y
(Sallo  acetico
s/éy~ acoccr At
amen cé  actrid aediala
» Y acjti?
0 —----- 2)¢Nilo>rgla: r &rgzloxg/<z™----—5-g/ucqf
(7c?/¢ 7cltpi jox/sidz Z)zgiTczsica'alig/a

~Ndas2io'o &2

Tanto la digilanidasa como la digipurpidasa son deismoenzimas.
Cuantitativaniente muestran cierta especificidad paxt]Ja\él sustrato propio
de la plantaren que se encuentran; asi, la digilanidasa separa uuna mo-
lécula de glucosa mas facilmente de los digilanidos que de los [glucésidos
deaoetilados, o 'sea die los purpureoglucésidos, \en tanto que la digipur-
pidasa hidroliza mas facilmente a estos ultimos \que a los digilanidos.
Cualitatiil/amente ilas enzimas y los substratos son mutuamente inter-
cambiables. Am-bas enzimas digilanidasa y digipurpidasa hidrolizan al
esdlareno A, pero en cambio >aescilarenasa no ataca a los genuinos glu-
césidosvdigi tabicos.

Ni la éscuarenasa, digilanidasa, ni la digipurpidasa tienen accién
sobre los disacaridos puros escilabioso’y digjji{anidobvosa.

El profesor Stéll, en un reciente trabajo (176), da detalles técnicos
para la'preparacién de la estilarenam, digilanidasa, digipurpidasa y
estrofantobiasaj asi como también indica la forma de conducir los des-
doblamientos hidroliticos catalizados por dichos fermentos.

Vemos, 'pues, que en el caso de los glucésidos cardioténicos los fer-
mentés son los responsables de la disminucién de su actividad, por se-
paracion de moléculas de glucosa, que determina [una'disminucién de su
solubilidad, y por eso i queremos obtener los genuinos glucésidos ori-
ginarios es necesario operar en ‘condicionés en que ge eviten esas accio-
nes enzimaticas; en cambio, si tratamos de obtener digitoxina es
evidente que no lo lograremos a partir de hojas estabilizadas ¢2 D pur-
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purea, pues destruidos los fermentos especificos la molécula terminal de
glucosa no s\e puede 'separar del purpdreoglucésido A sin qgiie alteremos
al mismo tiempo la estructura de la digitoxina.

Hemos visto también que el estudio de las accionas enzimdticas ha
contribuido a dilucidar la constitucion del escilareno A, dél K-estrofan-
tésido, de los purpuwoglucésidos y de los digianidos, sustancias que la
Providencia ha acv*nulado con tanto acierto en determinadas plantas, y
de las-cuales el farmacéutico las extrae para preparar medicamentos
cardioténicos, contribuyendo 'asi a aliviar en sus .dolencias a la Hu-
. inanidad. ( i

Lo expuesto nos permite destacar la extraordinaria importancia djc
la Enzimologi\a por sl vastisimo campo de aplicacion, pero ademas nues-
tra propia vida esta 'intimamente ligada al bwe'n funcio'm>miento del
variadisimo arsenal de fermentos de que disponen nuestras céhdas.

Los procesos vitales estan, en.efecto, supeditados al encadenamiento
perfecto en el trabajo fisico-quimico o quimico de los distintos bioca-
talizadores (flerpnentos, vitaminas y hormonas), y de tal forma que la
ruptura de esa cadena por inhibicion parcial o total, momentanea o de-
finitiva de alguno de esos eslabones,.pone en grave aprieto la vida, y
por eso el derrumbamiento de un sistema”fermentativo fatalmente con-
duce a la paralizacion de los procesos vitales, o sea a la. muerte.

Hago votos para que nuestros investigadores participen activamente
en Ja labor pura y desinteresada de escudrifiar los secretos de la natu-
raleza, en este tema tan interesante como complejo y amplio de la
Enzimologia y sus aplicaciones, para bien de la Humanidad y gloria de
nuestra Ciencia y en cumplimiento de aquella méaxima hermosa del
insigne Pasteur que merece ser esculpida en letras de oro en todos
nuestros centros de ensefianza:

“LA VIDA NO VALE LA PENA DE SER VIVIDA" SINO POR EL
BIEN QUE PODAMOS HACER A NUESTROS SEMEJANTES”
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CONTESTACION DEL ACADEMICO DE NUMERO
; - DON ANGEL SANTOS RUIZ

E xcelentisimo Sefor Presidente,

Sefiores Académicos:

Para mi es un agradable y sencillo deber el presentar al nuevo
compafiero de Academia, don Florencio Bustinza Lachiondo. Grato, por
ser amigo y hombre bueno; féacil, por su personalidad tan acusada y
valia cientifica extraordinaria. Perdonad, por tanto, que el protocolo me
obligue a hacer el balance de sus méritos, que para muchos de vosotros,
son harto conocidos y apreciados.

El recipiendario es doctor en Ciencias Naturales y doctor en Far-
macia, con premio extraordinario en ambos grados.

Ha sido' catedratico por Oposicion del Instituto de Salamanca, de
donde pas6 por permuta al Instituto de Oviedo, de cuya Facultad de
Ciencias fué auxiliar de Bk”ogia y Geologia. m

En 1930 gan6 por oposicion la catedra dé Agricultura del Instituto

del Cardenal Cisneros de Madrid, Centro donde ha desarrollado una
intensa labor docente, creando y organizando un espléndido Laborato-
rio de Agricultura y Tecnologia Industrial.
- Su entusiasmo y sus desvelos en defensa de la necesidad de la dis-
ciplina de Agricultura y Tecnologia Industrial en el bachillerato estan
bien patentes en su interesante folleto La técnica agricola e industrial
y la economia en los estudios del bachillerato, publicado en abril de 1936,
y en el cual se refleja su intensa labor cultural, asi como su ferviente
defensa de la necesidad de despertar en las juventudes escolares el
carifio al campo y al labrador, al obrero industrial, al técnico, al inves-
tigador y a los creadores de trabajo, todos ellos puntales de la prospe-
ridad nacional. En el prélogo de su obra Elementos de Agricultura,
Técnica Industrial y Economia, Madrid, septiembre de 1935, hemos
leido las siguientes frases: “Es nuestra ilusién contribuir a formar un
pueblo educado en los problemas de la Agricultura, d& la Industria y
de la Economia, para elevar a nuestra Agricultura e Industria al rango
que se merecen y hacer de nuestra Patria un pais rico y prospero, en
el que esté garantizado el bienestar material y espiritual de todos los
espafioles.”
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Desde hace quince afios viene dedicandose a la Fisiologia vegetal,
cultivando principalmente las ramas de Fitoquimica y Fermentos d&
las plantas. ! ,

En el afio 1927 fué pensionado para estudiar con el profesor Robert
Chodat, director del Instituto Botanico de la Universidad de Ginebra,
con'quien sigui6 dos cursos de Fisiologia vegetal, el'‘curso de Fermen-
tos y fermentaciones y el de Microbiologia aplicada. En junio de 1928
presentd, apadrinado por el profesor Dr. Robert Chodat, una comuni-
cacion a la Société de Physique et d'Histoire Naturelle de Geneéve:
Sur la seudoperoxydase, un nouveau ferment oxyd\ant indirect, agissant
sur le maquen du peroxyde d’hydrogéne.

Este fué su primer trabajo de investigacién, y & partir de dicho
momento ha.sta el presente sus trabajos han venido 'publicAndose en las
revistas de la Real Academia de Ciencias, Bulletin de la Société de Bo~
taniqué de Geneve, Anales de Fisica y Quimica, Boletin de la Sociedad
Espafiola de Historia Natural, Revista de Institutos y La Farmacia
Moderna.

He aqui una relacién sucinta:

“Contribution a I'étude des ferments du Cyperus esculentus” —
L. Bulletin de la Société Botanique de Qenevef V, 21 année, 1929.

“Contribucion al*estudio bioquimico de la chufa” —Rev. de la R. A.
de Ciencias delMadrid, t. XXI1V, 9.“ de la segunda serie, 1929.

“La catalasa y sus aplicaciones” —Rev. de la R. A. de Ciencias de
Madrid, t. XXVIII, 13 de la segunda serie.

“Catalasa y poder germinativo de las semillas”.—Rev. de la R. S. E.
de Historia Natural, t. XXIX, 1929, pags. 227-30.

“Contribucion &l 'estudio Quimico-Fisiolégico de las Esencias” —
Memorias de la R. S. Espafiol® de Historia'Natural, t. XV, 1929.

“Sobre la constitucion quimica de los taninos y su papel fisiologi-
co” — Conferencias y resefias cientificas de la R. S. E. de Historia Na-
tural, t. IV, nam. 2, 1929.

“Contribucién &l estudio 'de la distribucion de la cataldsa en las
plantas” —Boletin de la R. S. E. de Historia Natwpl, t. XXX, 1930.

“Sobre los fermentos del Sterigmatocistis acynae uvae” — Boletin
R. S. E. de Historia Natural, t. XXXI, 1931.

“Presencia de Tirosinasa, Oxidasa y Catalasa en las raices de la
Inula helenium, Achilea Santolinoides y Ach. millefolium” — Resefias
Cientificas de la Sdad. Esp. de Historia Natural, t. VI, pags. 27-32,
1931.

“Urea y ureasa en los seres vivos” —Resefias cientificas de la So-
ciedad Esp. de Historia Natural, t. VI, 1931.

“Luz Solar, Rayos ultravioleta, Vitamina D, Ergosterol ,y Medi-
cacion antixraquitica” —La 'Farmacia Modema, 1929.

“Importancia del examen Higiénico de la leche y Catalsimetria de
la leche” —La Farynacia Moderna, 1929.
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“Sobre los fermentos de la Ovomaltina”.— La Farmacia Moder-
na, 1931.

“Contribucion al estudio analitico del Cicer arietinum, L. var. &l-
bum. y fuscum.—AnN.'de la Sdad. Esp. de F. y Quim., t. XXX, pagi-
nas 673-678, 1932, en col. con el profesor Rius.

“La Invertasa y sus aplicaciones” —Rev. de Institutos, mayo y ju-
nio 1935.

“Glucésidos Cianogenéticos y fermentos que catalizan su Hidroli-
sis” —Rev. de Institutos, enero y febrero de 1935.

En marzo de 1941 'di6 a conocer en esta Real Academia de Far-
macia la reaccion de Yoshida para el diagnostico de la tuberculosis.

Ha publicado también los articulos de divulgacion 1cientifica vy
otros en defensa de la repoblacion forestal que incluimos 'a conti-
nuacion :

“La glosopeda, o fiebre aftosa”—En EI Carbayon, de Oviedo,
4-12-92.

“Dialogo entre el yeso y el carbonato potasico”. — La Faiynacia
Moderna, 25-XI11-28.

“Fabricacion del pan por panificacion directa”.—La Farmacia Mo~
derrui, 10-XI11-32.

“Sobre las virtudes medicinales del limon” — Tajo, 1.“ marzo 1941.

“La Técnica Agricola e Industrial y la Economia en los estudios
del bachillerato” —Rev. de Institutos, marzo 1936.

“La repoblacion forestalt.—En La Gaceta del Norte, 17-111-38 y
20-111-38. o

Imperdonable olvido seria no mencionar sus excelentes obras di-
dacticas, declaradas de mérito por la Real Academia de Ciencias:

“Elementos de Técnica Industrial”. 'La Academia comunicé dicho
acuerdo al ministerio de I. P. con fecha del 28 de junio de 1932.

“Agricultura e Industrias agricolas”.'EIl limo. Sr. Sub. de I. P. co-
municé el acuerdo de I& R. Ac. al Sr. Director del Instituto del Gar®
denal Cisneros, con fecha de 4 de mayo de 1934.

“Elementos de Agricultura, Técnica Industrial y Economia”. EI
limo. Sr. Director general de Ensefianza Sup. y Media comunic6, cen
fecha de 29 de febrero de 1941, al Sr. Director del Inst. Card/enal Cis-
neros el acuerdo de la R. A. de Ciencias, de 'Madrid.

Su trabajo méas reciente se ha publicado en los Arcales del'Jardin
Botanico, “Contribucion al estudio de las aplicaciones de los fermen-
tos’ del Cyperus esculentus”, y en él da cuenta de una nueva reaccion
para descubrir el agua oxigenada en la leche y el acido fénico en las
vacunas.

Las multiples referencias del erudito discurso del Dr. Bustinza a
las bacterias y al diagndstico obedecen a que también ha orientado’
sus actividades hacia los analisis clinicos.

En el grupo de eirgonas que presiden la vida celular figuran lics
fermentos, biocatalizadores imprescindibles para el mantenimiento de
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la vida, la cual puede considerarse como una sucesion encadenada de
reacciones enzimatioas. Pero no solamente en este aspecto del meca-
nismo interno vital hemos de'tener en cuenta a los fermentos y con-
siderar su extraordinaria importancia, que tan magistralmente nos.
ha expuesto el Dr. Bustinza, sino desde otros puntos 'de vista que,
como el industrial, ofrece su estudio enorme interés.

En un sentido ‘amplio, »todas las industrias relacionadas con mate-
rias procedentes de organismos vivos envuelven en 'su desarrollo pro”
cesos enzimaticos. Tal podriamos decir de la produccién de leche, de
la seda, del algodén, de la lana, pero en un sentido bioquimico mas
real y limitado hablaremos de fermentos e industria cuando las con-
diciones de la vida animal o vegetal Se controlen o varien experimen-
talmente para producir o incrementar el rendimiento en materiales de
importancia econdmica.

Los compuestos organicos preparados por las reacciones enzima-
ticas de plantas y animales cuesta mucho menos que cuando se utili-
zan procedimientos sintéticos, segln puntuaUza Pope. El organismo
Viviente utiliza la energia solar, de ahi que la aportaciéon intensa de
tales métodos dé lugar a un mayor rendimiento. Existe, evidentemen-
te, una diferencia entre Los métodos de sintesis quimica y la manera
peculiar como los seres vivos fabrican sus constituyentes. Esta dife-
rencia no es mas que 'secundaria, ya que hoy dia, y cada vez mas, la
guimica industrial tiende a copiar los procedimientos biolégicos y
emplear de un modo sisteméatico los catalizadores, verdaderos ‘fermen-
tos industriales.

Permitidme que repita mis palabras de una conferencia, en la que
decia asi: \Y

“El quimico moderno debe tener conocimientos claros, ya que no
profundos, de bioquimica. Es obvio decir cuan deseable y convenien-
te seria para Espafia que nuestros quimicos organicos tomasen con-
tacto mas estrecho con las cosas de la biologia. Interesa que la Qui-
mica organica mire & sus propios origenes. Queda todo un mundo
por explorar y descubrir, y los hechos pueden estar llenos de conse-
cuencias importantes. El quimico no debe encerrarse n una torre de
marfil y mirar horizontes por un solo hueco, sino observarle en todos
sus aspectos.”

Pasteur, en 1857, estudi6 los fendémenos quimicos que tienen lu-
gar en la fermentacién alcohdlica y observé que, ademas 'del alcohol, la
levadura produce una pequefia cantidad de glicerina, a razon del 3,6
por 100 'del azucar fermentado. Al faltar a los alemanes las materias
grasas en la guerra del 14, renovaron los trabajos ide Pasteur y en-
contraron el medio para aumentar la produccion de glicerina en la
fermentacion alcohélica, logrando, en presencia del sulfito sédico, pa-
sar de 3,6 por 100 al 30 por 100, rendimiento que es industrial:



CONTESTACION AL DISCURSO 99

CfiHjica— >CO- + CH,— C + CHOOH — GHOH — GH,0OH
X \H

Hoy, la industria utiliza los fermentos para sus designios con
amplitud. Las industrias dietéticas, agricolas, quimicas, farmacéuti-
cas, etc., sacian su sed de mejora en el manantial inagotable de la
Enzimologia.

La distincion entre fermentos figurados y no figurados iha per-
dido significacion desde que Buchner logré aislar de la levadura de
cerveza 'un jugo (zimasa) que posee sus mismas propiedades. A pe-
sar-de ello, y dada la dificultad de obtencién de algunos fermentos, se
establece una cierta separaciéon entre ios enzimas endocelulares ‘'(des-
moenzimas) y los exocelulares (lioenzimas). Los enzimas son produci-
dos por los organismos, y tanto en la materia viviente como ‘fuera de
ella actian de la misma manera, produciendo las denominadas fermen-
taciones. Son estos endofermentos los mas empleados en las diversas
industrias. Brevemente indicaremos algunas de ellas.

El acido lactico le producen los enzimas de una gran variedad de
bacterias, muchas 'levaduras, hongos y algunas plantas. El mas usado
comercialmente es un cultivo puro de Bcicterium Deibruchi (Leich-
mann). El material sobre el'que'actua el fermento consiste en'sus-
tancias que contengan glucidos directamente fermentescibles o que
puedan transformarse en ellos. En Alemania emplean principalmente
fécula de patata, y en EE. UU., melazas de cafia de azucar, almidén,
etcétera.

Los almidones se hidrolizan por ebullicion con &cidos diluidos o
por tratamientos con amilasas. 'Hay que tener en cuenta en este tipo
de fabricacion que un exceso de acido es perjudicial y debe ser neu-
tralizado. \Y , i

A su vez, logrado el acido lactico, éste es fia base de numerosas
industrias derivadas, como la de los cueros, tintes, produccion de lac-
tato de etilo (disolvente de la nitrocelulosa), etc.

El acido lactico presenta interés en la alimentacion, sobre todo
en 'ciertos pueblos, como los balcanicos, tan aficionados al Yogourt.
Los del Norte y Este de Europa consumen grandes cantidades de
berza acida en fermentacién lactica (choucroute). También se utiliza
en bebidas ‘suaves, confites y en la preparacién de alimentos conser-
vados.

Los alimentos fermentados son muy numerosos, no solamente el
vino, que proviene de la 'fermentacion del azucar de la uva, 'sino otros
mas corrientes y poco menos que indispensables, tales como el pan.
El pan sufre una fermentacion por la accion de la'levadura y se for-
ma CO02, que hace elevar la masa, y este gas, aprisionado, produce la
caracteristica porosidad.

En las fermentaciones glucidicas por detenciones adecuadas o des-
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viaeiones provocadas por adicion de sustancias extrafias es posible
aislar numerosos productos. El &cido piravico, el acetaldehido y el
alcohol son las tres pasarelas quimicas:

_,alcohol
J

~glicerina
~liAcido piravico /
/ ! "X~acido lactico

/ - i N~acido acético

~

~No pacido glicélico
§ Acetaldehido ‘->écido oxalico
y ~acido citrico
\ /talcohol tridroxibutilico
» \
’\a(:ldo butilico

\ /f acido fumarico

~Aldol —» acetona

\ ~alcohol butilico
\  Néciido acetilacético

~butilenglicol

Vemos, por tanto, la posibilidad de obtener mediante las glu'cida-
sas sustancias como alcohol, glicerina, &cido lactico, '‘acido acético, ace-

tona, acido citrico, etc.
En el &acido citrico se observa la formacién de un verdadero pro-

ducto de sintesis:

/°
CHs H CH.OH
COOH
\n \
N / [ 8\
AV . % €
CH20H — COOH CH2— COOH
1 / |
CHjOH — COOH — > 2H2 + COH — COOH
v ! < e

CH20H — COOH CHo — COOH

nocién nueva en franca oposicion con el antiguo dogma: Fermenta-

cion == degradacion. '

En la manufactura de mantequilla sintética, las grasas empleadas
son perfectamente insaboras e inodoras, y para darlas lun aroma vy
sabor adecuado es necesario introducir en las grasas fundidas un cul-
tivo de ciertas bacterias en leche purisima.
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Por el uso de cultivos de hongos es posible obtener en pocos dias,
a partir de un café verde, un buen café semejante al de Java.

En la preparacién del cacao, el fruto (que contiene de 25 a 40 se-
millas, rodeadas por una pulpa muCilaginosa dulce) se rompe y se
fermenta en cubas. Las semillas mejoran asi por hidrélisis de ‘'algu-
nos de sus constituyentes amargos y por pérdida de la materia'mi-
neral de la pulpa.

En la preparacion de mermeladas se emplean mucho las pectinas,
gue se producen en gran cantidad en la fabricacion del vinagre y sidra,
en la manufactura de acido citrico y productos citricos y en la del
azucar. También se consiguen directamente de zanahoria por extrac-
cién con &acidos organicos, tales como citrico, tartarico, lactico y ma-
lico. Asi obtenida, tiene como impureza almidén y proteinas, que de-
ben separarse para producir jaleas clareas. Puede emplearse para esta
purificacion el Asperigillus flavm oryzae (Oshima y Church).

La invertasa se utiliza en la inversion parcial de la sacarosa de
los productos alimenticios que la contienen y para la preparacion de
jarabes. Se ha usado comercialmente en considerable cantidad en Ca-
nada, Australia y EE. UU.

Cristoiph descubriéo el hongo productor de una fermentacion se-
cundaria de la cerveza negra de Baviera, el cual, en medio semejan-
te al de la cerveza, produce solamente pequefias cantidades'de alcohol
y gas y da lugar a un compuesto de intenso olor a platano, que pue-
de ser empleado ventajosamente en la fabricacion de aguas minera-
les, frutas, vinos, etc.

Los alemanes descubrieron en la guerra del 14 que los proteidos
pueden sintetizarse a partir de nitrégeno inorganico y azlcares sen-
cillos, y se han llegado a emplear en 'gran escala.’

Para la preparaciénlcomo alimento de la secrecion de las glan-
dulas ‘mamarias de los animales se emplean en gran escala diferen-
tes reacciones enzimaticas. El procedimiento méas importante es la
obtencién del queso. Se utiliza, o bien el fermento lab (cuajo artifi-,
cial), 'obtenido del estbtmago de ternera, o el que tiene la misma leche
‘cuajo natural). Pero en la obtencion del queso y de'la manteca se re-
quiere un cierto grado de acidez, producido por la fermentacion de la
lactosa. La leche se pasteuriza para destruir microorganismos dafinos.

En la industria textil se emplean también las glucidasas. Los pre-
parados enzimaticos son extractos de malta (Diastafor, Diastasa L.,
Maltofermento), de pancreas (Degomma, Novofermasol) y de bacte-
rias (Biolasa, Rapidasa). Para la limpieza de tejidos se utilizan unas
mezclas de amilasas, protidasas y lipasas, que existen en el comercio
con el nombre de Burnun.

Ciertas 'sintesis industriales, aparentemente quimicas, por ejemplo,
la fabricacion de &cido ascorbico (Reichstein) (en Basilea se produce
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una tonelada mensual), tiene una base fermentativa, ya que es ne-
cesario para llegar a la sorbosa la accién del bacterium xuyum so-
bre él sorbitol, que a su vez se ha conseguido a partir de glucosa:

H OH
\ /
CH.,OH CH20H
-S ft
S S 1
HCOH HCOH J— CH
r i i
i ! 1
HOCH HOCH HCOH
0 i _> 1 _ s 0 i
1 HCOH HCOH j HOCH
i T 1 1
ke CH HCOH 1~ COH
i 1 [
1 . ! [
ch.,oh CH.OH COOH ch2oh =0
Ghicosa. Sorbito]. Sorbosa. Acido a-cetoglucémco. Acido ascorbico.

El Thiobacillus thio-oxidans es el microorganismo oxidante del
azufre por excelencia. Suelos deficientes de sulfato son facilmente
suministrados de esta sustancia mediante adicion de una mezcla de®
sulfuros y estas bacterias. Suelos impermeables se transforman en
otros iricos en sales solubles por eate procedimiento.

En la manufactura de la seda, la separacion de capa protectora
de la sericina, sin dafio para la fibra, se’ logra facilmente 'con ciertos
fermentos, tales como la tripsina y pepsina, en solucién débilmente al-
calina o acida, respectivamente.

La paja fermentada anaerobidéticamente en presencia de carbonato
calcico convierte la celulosa, galactanas y lignina, en metano. EI
34 por 100 del valor calorifico de la paja puede, por tanto, ser obte-
nido en forma gaseosa combustible. Este proceso ha sido usado en
pequefia escala para propoésitos de alumbrado. En medio aerobio se
transforma la paja en humus, base de la produccién de estiércoles.

En agricultura, el, ensilado de los piensos consiste en la conser-
vacion del alimento verde en otro que permite su almacenamiento du-
rante largos,periodos, para lo cual fermentan hasta que se produce
-ua determinada cantidad de &cido ,acético. '

Otros procesos enzimaticos se utilizan en la preparacion del ta-
baco, lino, indigo, etc., algunos de los cuales, como el de la prepara-
cion del cuero a partir de pieles animales, se remonta a los tiempos
primeros de obtenciéon de este material.

Hace mucho tiempo que se hizo la observacién 'de que el aceite
extraido de las semillas oleaginosas, por prensado, experimentaba al
propio tiempo un desdoblamiento ~idrolitico espontaneo, escindiéndo-
se en glicerina y &cidos grasos. L& causa de esta escision es debida a
la actividad de las lipasas que se encuentran en gran ndmero de se-
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millas (avena, maiz, pimienta negra, kola) y especialmente en la si-
miente del ricino y en las “tortas” de las prensas.

De las reacciones en que intervienen fermentos desmoliticos, el
ndmero de tipos de O6xidorreducciones bioquimicas que se pueden em-
plear con fines preparativos no es grande. Se pueden reducir a cua-
tro tipos:

ja) EIl utilizado méas a 'menudo, el méas conocido y el mas accesi-
ble, desde el punto de vista preparativo, es la reduccién de aldehidos
y cetonas & los correspondientes alcoholes, 'o la reacci6on inversa, des-
hidratacion de los alcoholes primarios o secundarios a las correspon-
dientes combinaciones carbonilicas:

6) La hidrogenacion de los enlaces etilénicds, limitada hasta aho-
ra solamente a determinados tipos de sustancias ‘no saturadas. La re-
accién inversa, formacién de un etileno a partir delun etano, sola-
mente ha podido ser observada con seguridad en el par, 4cido succinico-
acido fumaérico: \

H H
R— C=c—R L 2H+ + 2e - [ E
| | I Y » R—C- C— R
R R | 1
R R
- g / v v NS
c) La oxidacion de aldehidos a acidos, que tiene especial impor-
tancia en'el grupo de' los glacidos: \%
LI - m \ - s \>n ? A »
H + 0 OH
R— C= 0O — 2H++ 2e R— C—o

.
d) La oxidacion de grupos metilo de sustancias alifaticas, alici-
clicas y aromaticas a grupos carboxilos en el organismo animal:

' n / -

R— CHj —> R—, COOH .
- mi

t ! - - e

#
Para todos estos tipos de oxidaciones y reducciones se conocen

también otros procedimientos no bioquimicos, pero en muchos casos
se prefiere el empleo de microorganismos o de preparados de fermen-
tos a causa de la especificidad' de sus acciones.

En intima relaciéon con- las reacciones de fermentaci6on estan tam-
bién las de formacion de grasas a partir de glacidos. La primera
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prueba de que a partir de éstos se forman, efectivamente, en el orga-
nismo grasas, la dieron Lawes y Gilbert en ensayos sobre la forma-
ciébn de las grasas de cerdo.

Durante la pasada guerra mundial se obtuvo grasa en gran escala
técnica por medio del moho Endomioes vernailis (P. Lindner). Este
material lipidico sirviéo durante la guerra para la obtencién de una
pasta nutritiva, que se expendia en el comercio con los nombres de
Evernal y Myceta y se empleaba en usos culinarios. La pasta se man-
tiene fresca al aire. En los Ultimos afios 'han emprendido de nuevo
ensayos para la obtencion de grasas H. Fink y sus colaboradores
del Instituto de Industrias de la Fermentacién, de Berlin. En sus
investigaciones han empleado el Oidium Lactis.

Hemos visto esquematicamente unos cuantos ejemplos que nos re-
velan ‘la misi6on trascendental que cumplen las hidrolasas y desmola-
sas en la industria. jCuantos mas podria exponer!l... Lograriamos
una lista, si no interminable, por lo menos agobiante para un pa-
ciente auditorio. Pero no es mi intenciéon enturbiar vuestro claro ju-
bilo por la recepcién del nuevo académico con una disertacidn'fatigosa

Doctor Bustinza: En nombre de la Real Academia de Farmacia, os
doy'la mas cordial bienvenida y os deseo que, a nuestro ’'ado, tengais
largos afios de labor fecunda.

He dicho.








