
ESTUDIOS SOBRE LA FOSFATASA RENAL(*) 
la. COMUJ'IICACION: EXTRACCION Y PURiFICACION 

POR EL 

Dr. Alberto Marsal 
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Rep. Argentina) 

En estos últimos años, el estudio de los compuestos orgámcos 
del fós:foro ha tomado un GOnsiderable' interés biológico por ha· 
berse logrado aiSlar una serie de productos que intervienen en_ di 
versos mec.an1smos fu~cionales. ·TaJes compue-stos fosforados JUe· 
gan un Importante pá:pel en el' metabolismo de los ¡slucidos, ·con
tra:cción mu~-~·miar, acción de algunas vitaminas, etc. 

Los mecanismos de fosforílizaciÓn y desfosforilización de ta
les compuestos orgánicos son relativamente poco conocidos, pero 
posiblemente son gobernados por las div.ersas fosfatasas existen
tes en los órgmios y tejidos: El estudio raciOnal de los procesos 
de :l'osfonlizac,ón debe ser miciado por el de las fosfatasas. 

Pocos estudiOS se han efectuado hasta la fecha para el aiS
lamiento' y purificac.rón de las fosfatasas y careciéndose por lo 
tanto de ideas claÍ'as sobre su constitución, no es posible avalo
rar exactamente los numerosos trabaJOS pubhcados sobre las pro-

( * ) El presente estudw fué m1ciado baJO la dnección del profesor J B. 
Sumner de Ithaca (N. Y.), en _p_na época en que el autor ·poseía ln 
Bec_a Latina de la J ohn Simon Guggenheim MemMial Foundation, 
Durante el año Hl38 los gastos originados fueron sufragados con el 
ttFondo pal'a Investigaciones" de la Facultad de Medicina de Cór 
dob~ (R. Argentina). 
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1neuaues biológicas de los preparados enzimáticos _sumamente irh. 

puros, actualmente en uso. La esterasa fosfórica que actúa espe
cialmente sobre la hidrólisis de los glicerofosfatos fué .descubier
ta en el riñón y ot!"OS tejidos por Grosser y Husler {1) en el año 
1912, posteriormente Plimmer (2) confirmó su· e:¡¡:istencia y estu
dió sns propiedades. Kay (3) obtuvo p<Jr extra.cción con agua 
cloroformada una preparación de fosfatasa renal provenient<J de 
riñones . de cerdo, qu~ le permítíó esti:tdíar las principalés propie
dades de la enzima. Ehrensvard (4) mejorando el métod_o des
cripto anteriormente por Erdtman ( 5) consiguió preparados m u,. 
cho más potentes. Martland y Robínson ( 6) obtuvieron un pre
parado de fosfatása ósea cuya potencia equivalía a 5.7 unidades 
por milígramo del- residuó• sóhdo del preparado; Lora Tamayo y 
Rodríguez Blanco (7) mejoran el método. H. E. Albers (8) obtu
vieron los preparados más puros registrados en la literatura y 
que llegan a poseer una potencia de 50 unidades por milígramo 
de peso, pero cuando los preparados eran sometidos a técnicas es
peciales para eíinünar las sales inertes, Ílegaban a poseer una po
tencia de 150 unidades por milígramo d~ proteína del producto. 

Describiremos en este trabaio el procedimiento que nos ha 
perni'itido obtener preparados de fosfatasa renal (') muy purifi
cados. 

TECNICAS USADAS PARA VALORAR LAS PREPARACIONES 

La valoración de la fosfatasa fue efectuada usando nn subs
trato sen-lej:ante- al pr<lpUesto por Bml.ansky (9) que ileva :Vf'l"O" 

na! como buffer según el consejo de Michaelis (10) y compuesto 
de: 1.25 gr: beta glícerofosfato sódico Eastman, 1.06 gr. verona) 
s6dicrr Merck,' 0 .. 1522 gr. cloruro magnéSico con 6 moléeulás de 
agua de cristallzación Schering - Kahlbaum, agua re-destilada en 
alambique de vidriO hasta completar 250 mL El pH del substrato 
era determinado potenciométricamente y fijado en 9-91 median
te la adición de HCll/10 normal o una bl!se dilÚída. Todas las 

( 1) Nos Í'e_feiimos en este trabaJO únicamente ~ la beta g¡icerofo_sfatasa: 
que actúa en medio alcalino. 
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deterniinamones de pH las efectuamos con. el ele('trodo de vidúo 
de Mac lunes, usando el potenciómetro de Leed~ and N orthrop 
modelo 7000; como patr'ón de pH usamos una 'lloluclón. de ftalato 
ácido de potasio del National Bureau of Standards de Wl\Shing
.ton y con un pH de 3.974. 

Los extractos enz1máticos y el substrato de glícerofosfato fue:
ron cons.ervados '·en refrigerador eléctrico de 3 a 5 grados. Para 
.efectuar las mediciones se esperaba que· los líquidos adquiriesen 
la temperatura ambiente, pues nuestras pipetas de Ostwald-F~lin 
s0n calibradas a 20 grados. Las reaeci'Ones de hidrólisis enzlmáti
<Jas fueron ·efectuadas en tubos de ensayo tapados, conteniendo 
10 ml. del substracto y 0.5 ml. de la solución enllimática; luego 
eran mantenidos a 37 grados' en 'liaño 'ci~ agua e interrumpida al 
cabo de una hora. mediante la introducción en hielo machacado . 

. Para las drterminacio)les del fósforo usamos el método de 
Fiske y Subba-Row (11), empleando lígeras modificaciones q~e 
nos,fneron. ejlseñndas persónálníente por el Dr, Subba-Row. Co
mo nuestros .extractos poseen un contenido sumamente baJo de 
proteín¡¡s, ]lUdimos omitiJ;' gefieralmente la desproteinización con 
ácido tricloroacético 

Hemos usado la. nomenclatura para unídf1des de fosfatasa 
emplea(la por Albers (8): Urndad .de fosfatasa es la cantidad de 
enzima que en .. una hora y a la temperatura de 37 grados liber;:t 
0,1 mgr. de fósforo (2

) del substracto de beta glicerofosfato só, 
dico y a pH de 9. La cantidad de fósforo liberado no debe. ser 
mayor del 10 % del contenido de fósforo total de la cantidad de 
substrato usadil; cuando los resultados .nos indicaban una hidTo
lisis mayor, repetíamos la determinación usando una soluc1ón más 
Qiluída de la enzima. En toda determinación efectuamos simultá
neameute los controles de fosfatos inorgánicos preexistentes en 
el teJido, testigo de la no hidrolisis expontánea del substrato. y 
un testigo de la ausencia de reacción GOn los demás reactivos. Las 
determinaciones las efectuamos por duplicado y solo aceptamos 
Jos resultados cuando coincidan. 

( 2) Se sobrentiende que este fósforo se encuentra al estado de fosfato 
inorgá.nico, .por hidrolisis: del :glleerofosfato sódico .. En las páginas si
guientes usaremos esta acepción. 
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Las proteínas, de los extractos fueron dosadas p0r grayime, 
tría,. previa precipitación con acetona ( mét .. Bierry y Yivarro mo
dificada por Gmllaumin, Wahl y Laurencin) (15) p por preci
pitación con ác. tricloroacético y acetona. En lo¡¡ extractos dilui
dos, usamos el f.oto.nefelómetro de Lerfo previamente calibrado 
con solucwnes conocidas de proteínas l'enales y mediante la téc
nica de Looney y W alsh (12). Con los datos obtenidos por la va, 
!oración de la fosfatasa y el contenido de proteína del extracto; 
calculamos el contemdo de unidades de ·fosfatasa por miligramo 
de proteína de la preparaei{m purific.ada, en todo este tr·abajo 
adoptamos como expresión de la. potencia enzimática esa rela" 

Fosfatasa 
ción: ----

PrOteína 
que abreviaremos Unid.fmgr. 

A) EX:rRACCION DE LA ENZIMA DE LOS RIÑONES 

Empleamos como materUJ.l de salida, riñones congelados de 
c.erdo provistos por el Frigorífico Swift; en la preparación N". 34 
usamos órganos recogidos en el Matadero Municipal de Córdoba 
y provenrentes de .animales porcinos recientemente faenados. Los 
.riñones -unos- 5 kiloS- en cada preparáCíón- eran triturados eu 
máquina espee1al y sometidos' a la extraeci6n. 

Como mat-e~ial· de extracción usamos en un prrncipio diver--
sos solventes: soluciones acuosas de acetona al 10 %, solución de 
para dioxi-dietileno en diferentes proporCiones, de glicerOl, etc-.; 
pero lo~ resultados u o fueron todo lo satisfactorios, que se de
seaEan. · El empleo de una mezcla de un litro de etanol a 50 
grados, 50 ml. de tolueno Merck y 50 ml dé acetato de etilo Merck 
('), ya preconizada por Albers. nos resultó ID1lY conveniente por 
lo cual adoptamos definitivamente el .método. 

Los riñones triturados eran macerados du:rante 96 horas con 

( 3 ) En nue·stros ensayos usamos tolneno, aj3etato de etilo y propanona 
de calidad comercial, previamente purificados en nuestro Laborato·· 
rio por· destilación y que respondían a los ensayos de pureza de los· 
reitctivos químicos. En la preparáción N°. 32 eritplEiamos productos- E. 
Merck de. Darmstaddt, para dar co'Ino: re-ferencia rea0-tivOs- urJ,i~ersal
mente conocidos. 
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un yolumen de la mezcla citada igual al peso de los riñones. La 
extracción se efectuó a la temperatura ambiente (que osciló en
tre 19 y 37 grados) y con agitación ocasional. Se filtra por gasa 
y luego por papel mojado previamente en agua, obteniéndose un 
líquido perfectamente límpido y de color oro, que presenta una 
intensa fluorescencia verde a la luz blanca y mayor aún con la . " 
ultravwleta y que según von Euler y Adler (13) es atribuíble a 
las flavinas del riñón. El contenido de proteínas de este extraéto 
es bastante bajo y relativamente ric.o en fosfatasa. 

B) PRECIPITACION DE LA FOSFATASA 

La enzima se encuentr& en el e_x,tracto crudo _,en solución muy 
díluída, es por lo tanto necesar10 precipitada para reducirla a 
una solución más concentrada Martland y Robinson (6) usaron 
nna mezcla de etanol y éter etílico; Albers, etanol a la concen
tración de 65 %, obtemendo 'buenos resultados. 

Nosotro~ en~a;J•an¡os )os <!íre~Ipitantes antes m~nciQnádos 

igualmente que el para dioxi-dietileno. Con alcohol obtüvimos lqs 
buenos resultados mencionados por Albers_, pero nuestros prepa,
rados con una riqueza máxfin>t de 19'1; unidadett por milígramó de 
proteína, no representaban un gran adelanto sobre los resültados 
de tales autores. 

Decidimos m~ar la acetona como agente de precipita;ción, ~m
pleándola en proporciones que var1aron desde el 28 al 33 %. La 
precipitación de la enzima no es completa cuando se usan -ebn
centraciones bajas, pero no -conviene aumentar ~a cantúlad de" 
acetona pues precipitan muchas proteínas no específicas y por lo 

Fosfatasa 
tanto la preparación resulta con un título .-----

Proteína 
muy bajo. 

La mezcla de extracto crudo y acetona, perfectamente homog~
neizada era dejada durante 12 horas en el refrigerador eléctrico 
a 3-5 grados para la sedimentación del precipitado y luego por 
decantación y centrifugación se recogen 'la p;oteínas precipitad'as. 

El residuo de proteínas era suspendido en un buffer de bo
rato sódico (Sorensen ) a pH 9 a 9.1, se centrifuga y se separa el 
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extracto mientras que el residuo es tratado con nueva cantidad 
de buffer de borato. Los líquidos obtenidos constituyen d extraé
tó aéetÓnico, que~ posee uri iÚtertso _color ·marró~ y p~oduée una 
reacción ··ae· :fluoreSceÍlcia verde oscura. 

C)'" PURIFICACION DE LA FOSFATASA 

Nuestros extractos acetónicos poseen una potencia -enzintátiea 
máxima de 2.02 unidades por milígramo de proteína, es decir son 
muy ligeramente más deos en fo,J'atasa que los productos obte
nidos hasta la fecha, con ellos decidimos iniciar una puríficaciiin 
de la enzima. 

El. ~olor intenso y la fluorescencia de los extractos acetónicos 
nos hac~an creer que eran ~rícos en productos extraños tales co
mo derivados flavfnicoss proteínas n'O errzimáticas. Era necesa
rio encontrar un agente qu'e elíminaJ:a tales substancias sin perjudi
car el contenido de fosfatasa. 

En los ensayos prelimir¡ares estudi~mos la acción del meta" .. 
nol que- ab~ndonar:,os pronto por n~ p~der regular bien su a~ción. 
Posteriorménte. estudiamos la acción del. para dioxi-dietileno ( ,·) 
cOmo age~té de purific~ción de la fosfatasa habiendo observa(l(\ 
que precipita bien la enzima sin disminuir su potencia hidroli
zante. Estudiaremos en diferentes cua.dros la concentración del 
p. dioxi-dietileno, la temperatura, el pH y el tiempo óptimos par:a 
la acción del reactiv~. 

Cuadro N". 1 

Se estudia la accwn de diferentes concentraciones de p. dio
xi~dietileno sobre el extracto .acetónko de la preparación N°. 301 

a pH y 9 y a la temperatura de 35 grados. 

Ext. acetónico 
N° 3.0 .. Valor 
fosfatásico 

Unid.·¡ mgr 
150 

Acción de 1 vol 
'p. dio~i.Jietilo 

durante 1 hora 
Unid: /·mg. 

750 

1 1/2 vol 
dioxana 
1 hora 

Unid. 1 mgr 
484 

2 vol. 
d~oxana 
1 hora 

Unid./mgr. 
457 

( 4 ) Usamos el producto 1..4 dioxana Eastman que purificamos por des .. 
tilación a 102 grados y neutralización posteriol con sol. N. Na OH. · 
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• Resulta que la concentración óptima es la de un volumen de 
p. dioxidietileno y un volumen del extracto acetónico. Se obs<\r, 
va que al precipitar con 11/2 a 2 volúmenes de reaettvo, el ex, 
tracto purificado presenta un fluorescencm, lo cual no sucede cuan, 
do actúa solamente un volumen. Interpretamos ,este fenómeno co, 
m o que el p. di9xí,dietileno a, alta concentráción precipita con~ 
juntamente éoR las proteínas a los derivados fl.:vínicos; por otra 
parte era dable observar la disminución de la potencia fosfatási, 
ca de las preparaciones con esos caracteres organoléptícos, plan, 
teándose la cuestión de si estos productos extraños, actua.ban in, 
hibiendo la acción enzímática o si el p. dioxi,dietileho a altas do, 
sis desnaturalizaba la enzima. Creemos que las dos hipótesis son 
exactas, pues siempre que las preparaciones poseían fluo~esce;ncia 
intenSa, el valor enzimático era relativamente baJO Para diluci
dar la segunda hipótesis sometimos extractos purifiCados (sin 
fluorescencia), a la. acción del p.dioxi,dietüeno. a concentraciones 
altas y obs,ervamos una dismmución de la actividad fosfatásica. 

Cuadro N•. 2 

Se estudia la temperatura óptima para la acción del p. d¡oxi, 
dietileno sobre el extracto acetónico de la preparación N•. 29, a 
pH 9 y durante una hora. 

Ext acetónico 
N". 29. Valor 
fosfatás1co en 
UnidÍmg:r;. 

202 

AcciÓn 1 vol. 
dioxana duran 
teihoraya 
temp. 3° a 5<> 
. 642 

Ace1ón 1 vol. 
dioxana du1'an"" 
telhÓraya 
t~Jmp 25" 
. 300 

Resulta que es necesario atemperar la acción desnatura,lizan
te del p.dioxi,dwtileno sobre la enzima trabaJando a una tempe, 
ratura baJa; para ello conviene tener todo el materml .bieJ;t -refri, 
gerado y como desgraciadamente carecemos de comodidades p¡¡.ra 
efectuar las centrifugaciones a temperatUI:a ba.ja, es 'J;"e~omenda
ble hacer sesiones cortas de no más de 10 minutos . .y vplver imne, 
mata mente el extracto al refrigerador;. e~ta. acción. de la tempet 
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ratura baja protectora de La acción desnaturahzante del p. dioxi
dietileno la hemos observado también trabajando con .otras enzi
mas y er;:pecialmente con la catah;sa del hígado. (14) . 

Cuadro N". 3 

Se éstudia el pH. óptimo para la acción del p. dioxi-dietile
Jio sobre· el ·extracto acetóníco <le la preparación N". 29 tratada 
con un volumen de reactivo a la temperatura de 3" - 5" y durante 
una hor.a. 

Trata.n'dent_o 
a pH 9 
(buffer de 
boí-ato) 
Unid./mgr 

642 

Tratamrehto 
a pH 8.5 

(borato) 

Uind./mgr 
550 

Cuadro N'. 4 

•rratam1elito 
a pH 8 
(b.orato) 

Umd./mgr. 
495 

Se estudia el tiempo óptimo para la acción del p.dioxi-dieti
leno sobre eÍ extracto acetómco de la preparación N' .. 30, a la tem
peratura de 3°- 5o, concentr&ción d~- un v<;>lumen de reactrvo y al 
pH. de 9. 

Valor en:z1mático 
del :ErXtnacto 
act::ltQnico 

Unid,f~gi". 
150 ·-

Acción de 
dio:xana 

1/2 hora 
Unid./mgr. 

726 

ÁCClÓn 

durante 
1 hora 

Unid_jmgr 
750 

Acción 
durante 
2 horas 

Umd../mgr. 
635 

Ac.ción 
durante 
3 horas 

' U md./mgr .. 
558 

Se deduce entonces .que después de la primera hora el reac
tivo ejerce una acción destructora sobre la potencia enzimática 
de la preparacJ6:n. Posteriormente observamos que era más con,.. 
veniente -reducir aún más el tiempo _de, acción de la dwxana. 

Conomdos los prmcipal<Js fa<:tores .que intervienen en la ac
ción del p, dwxí-dietíleno sobre el extracto aeetónico, dec~dhp.os. 

modificar algo la técnica proe1.1r.ando .hacer m~s, l¡reve el tiempo 
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de contacto del extracto con la dioxana. Adoptamos fina)mente 
la siguiente técnica, El extracto acetónico disuelto en un buffer 
de borato a pH 9 era fuertemente refrigerado y mezclado con p. 
dioxi - dietileno ligeramente enfriado (para evitar la cristahza
ción) y el todo era mantenido en el refrigerador eléctrico a tem
peratura 3'- 5~ dÚrante 10 a 15 minutos: La proteína es precipi
tada en ligeros copos blancos; centrifugación en tubos refrigera
dos préviamente en la heladera y dl.\rante 5 minutos. El líquido 
sobrenadante que poseía un :fuerte color oscuro era desechado- y 
el precipitado rápidamente suspendido en solución de dioxaua 
en buffer de borato mezclados a partes iguales y previamente re
frigerada. Nueva centrifugaciÓn y desecho del líquido de lava
do .. Es necesario desembarazar a la preparación de todo rastro de 
dioxana, para lo cual aconseJamos invertir el tubo de centrífuga 
y la.var con un chorro de agua las paredes del tubo, este detalle 
es de gran importancia p~s la presencia de reactivo haría que 
se siguiera la desnaturalización sin control. El precipitado de pro
teína es suspendido en buffer de borato y filtrado constituyendo 
lo que llamamos· extracto purificado. 

Con el auxiliO de esta t~cnlCa mejorada, hemos podrdo au
mentar notablemente la potencia de las preparaciones N ros. 33, 
34 y 35 y creemos firmemente que aún será posible mejorar los 
resultado~ adoptando en el futuro pequeños detalles para regular 
la acdón de ·los reactivos pre·cipitantes y desnaturalizantes. 

D) ~ESULTADQS DE LAS PREPARACIONES 

La mayor parte de nuestra.s prnneras preparaciones, fueron 
' . 

efectuadas con criterio de investigaeión prehminar y hf3mos te-
nido que cambiar muchos -detalles de técnica.; por tal motivo de
sechamos· para nuestros. resultados ta-les .preparaciOnes y solo. fun
damos la expenencia para este tr¡¡baJO en los preparados 29, 30, 
31, 32, 33, 34 y 35 de los cuales solo los N ros. 33, 34 y 35 cons
tituyen la técmca defmltiVa. 
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Cuadrn N•. 5 

RESUMEN DEl LAS PRJPPA,RACIQNES DE FOSFATASA 

?rép~ Extracto Precipitado Purific-ación 
N•. crudo acetónico final 

Unid./lngr. Unid./mgr. Unid./mgr. 

29 3!Í.6 202.4 (31.5 %) 642 (1 hora ·con 1 
vol dioxaha) 

30 38.5 150 (28 %) 726. (idero) 
31 3} .. 8 106.9 (33 %) 744 (idem) 
32 27.3 92.9 (32 %) 755 (idem) 
33 23 170,6 (32 %) 1Ío1 (1 vol dioxan:¡¡.-

durante 15' y la·· 
vado) 

34 28 194 (33 %) ~458 (1 vol. dioxana 
durante 15' y la_--

35 29.5 18}, 6 (33 %) 
vado 2 veces) 

1242 (1 vol, dio.Xana 
durante· lO' y la 
vado 2. veceS) 

Las cifras entre paréntesis en la tercera columna indican la concen• 
tr-actón de acetona usada ·para l~ precwi~cÍÓD:. En la c:uarta eblummi s~ 
indica el método usado :fH'.t'ra la purificación 

E) DISOúSION 

Hemos.,descrípto un método. de purifiCación de la 
renal basado 'es¡íemalU:ente ~n l~ ":Cción itel p. dioxi-dietileno so· 
bre las prepara:~wnes de enzima: Consideramos que el reactivo 
tiene un~ doble acción: Elimi'uar las materias no proteicas que qUi~ · 
zás juegen un rol inb1bidor de l~ a~cíón ~nzrmática ·(2).-Disrni: 
ntnr-·el eonte;;_id,o de- Proteínas renales pero no enzimátic_as. Al ha--
cer actuar el p. d1oxi:dietilenó obtenedios un residuo dé prot!>Ínas,.f' 
desnaturahzadás, insolubles aún en los. huffers de borato; supone~ 
-mos que la desnatlii"ilizilción re_caerá tall.t'o _sob~e las -proteíhas 
esPeCífic~ cO~o -sdb~e -·la enziriia pero es lógiCo suponer· qUe '' "' "' 
primeras se de&n.aturalizali más selectivamente pues la riqueza de 
fosfatas" por milígramo de ·preparado aumenta casi al décuplo. 

Es nniy int&resante que el p. dio;x:\"ilietíleÍw requiere para M

tuar la piesencia · de ·proteínas no específicas desnaturalizablá 
En nuestros ¡)rimeros ensayos, cuando empleábamos el etanol 
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65 % como precipitante de la fosfatasa según la ~écnica de Al
bers, observamos que el p. dioxi-dietileno precipitaba también eios 
extractos alcohólicos, pero sin desnaturaliz.ar aparentemente las 
proteínas; al disolver el precipitado en el buffer de borato obser
vamos· que la solución era muy buena, pérÓ que el preparado po-
seía poea actividad fosfatMica. . . · 

A iguales conclusiones llegamos cuando un e:l\tracto purif'i-
cado -qué por lo tanto había sido tratado ya eou p. di0'xi-dieti
len.o- volvía a ser precipitado por ¡,¡'misma concentraci$n 'de re
activo o por una muy ligeramente mayor. En ambos casos no ha
bía nueva desnaturalización de proteína, pero la potencia \!el pre
parado disminuía. Por todo~ estos hechos suponemos ·que las pro: 
teínas no específicas al desnatur.alizarse rápidamente protegen la 
fosfatasa de la acción del reactivo, cuando faltan tales proteínas 
la enzima es destruida. 

SUMARIO 

Se describe urr método de purificación de la beta glicerofos
:fatasa alcalina del riñón, Se extrae Ue los nñones de porc-ino me
diante una mezcla de etanol-tolueno-acetato de etilo Se precipita 
con acetona y posteriormente se pliri:fiea con p. dioxi-dietileno. 
Los extractos obtenidos con esta técnica poseen hasta. 1458 uni
dades de fosfatasa por cada miligramo de proteína. Con~tituyen¡. 
do por lo tanto un producto 10 veces más purificado que los ac
tualmente descriptos en la literatura. 

Este trabajo flJé presentado a la Sociedad de Biología de 
Córdoba en la sesión del 13 de -junio de 1940. 
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