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Es sabido que la levadura Saccharomyces cerevisiae fija anhi-
drido carbdnico. En comunicaciones anteriores (7 a 'y b) se estudio
el mecanismo de la fijacion de C*Q, durante la oxidacion de
piruvato, acetato y acetaldehido por ese microorganismo y se de-
mostré la incorporacion del anhidrido carbénico a través del ciclo
del acido citrico. En este trabajo se estudia la fijacion de CO.
durante la oxidacion aerobica y anaerdbica de la glucosa por
levadura de fermentacién alta (S. cerevisiae) y baja (S. carls-
bergensis).

. . « MATERIAL Y METODOS

Son los mismos empleados en los trabajos anteriores (7 ay b).
La levadura de fermentaciéon baja era la cepa N° 1436 de la
seccion Micologia del Instituto Malbran y se cultivé en el siguiente
medio: glucosa, 10 g; urea, 1 g; fosfato monopotasico, 2 g; sulfato
de amonio, 0,5 g; extracto de levadura Difco, 3 g; mosto de cer-
veza, 200 ml, y agua hasta 11. La antimicina A fué¢ provista por
la Wisconsin Alumni ReSearch Foundation.

Las incubaciones se efectuaron en el vaso de reaccion des-
cripto en la figura 1. A es una ampolla de decantacion de 125 ml
de volumen cuyo tubo de evacuaciéon se corté a 5 mm por debajo de
la llave. EI orificio superior se cerr6 con un tapéon de goma atra-
vesado por un trocar (0).y un tubo de vidrio conectado al compen-
sador de volumen VC: el extremo superior del tubo se cerré con
la llave de tres vias, G.. para entrada de gas. Cuatro aparatos
iguales se montaron en bateria sobre un agitador eléctrico para
reaccion de Kahn. La suspension de levadura se colocé en la
ampolla de decantacién; se afiadié la glucosa, y.luego el bicar-
bonato radiactivo. Inmediatamente se cerrd el orificio superior de
la ampolla con el tapén del compensador de volumen cuyo émbolo,

* Presentado en la Sociedad Argentinﬁ. de Biologia el .3 de octubre de 1957.
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Froura 1
Aparato para incubacién de levadura con C140,. A, Cdmara de reaccién; G, entrada

de gases; O, salida de gases; VO, compensador de volumen; B, pie mévil del
soporte (S) de agitador tipo Kahn.

lubricado con aceite de parafina se ajusté previamente a 10 ml,

inicidndose la agitacion. Las muestras se tomaron después de los

tiempos indicados en cada caso en la forma antes descripta. En

las incubaciones bajo atmosfera de nitrégeno, después de colocar

la levadura en la ampolla de decantacién se pas6 nitrégeno de
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cilindro durante 5 minutos. Luego, mientras fluia todavia el gas,
por el trocar, con jeringa de tuberculina provista de una aguja
delgada se afiadio en forma sucesiva la glucosa y el bicarbonato
radiactivo. Después de retirar la aguja se cerro la llave G, el
orificio O, y se puso en marcha la agitacion. El consumo de oxigeno
y la formacién de anhidrido carbénico de la levadura se midieron
por el método directo de Warburg.

Los resultados se expresan como en los trabajos anteriores
(7 a y b). La distribucion relativa de C* fijado en presencia de
glucosa se ha corregido respecto a los blancos correspondientes.
Para ello se resta a la actividad incorporada a cada compuesto
durante la fijacion de C**0. en presencia de glucosa, la actividad
correspondiente en el testigo. Los valores hallados se suman y se
establece su proporcion porcentual que figura en la columna de
distribucién “‘corregida”. En esta forma se establece con mas
precision la influencia del sustrato sobre la distribucion del C.

REsSuULTADOS

1) Fijacion de anhidrido carbénico durante la oxidacion
de la glucosa. — La levadura asimila anhidrido carbénico durante
la oxidacion de la glucosa (fig. 2). En ausencia de sustrato la
radiactividad fijada es pequefia y sigue el ritmo del consumo de
oxigeno. En presencia de glucosa hay al principio una fuerte fija-
cion de C' que excede ampliamente a la velocidad de oxidacion
de la glucosa, pero luego la incorporacion de anhidrido carbonico
se efectia con ritmo menor (fig. 2). La brusca fijacion inicial
diferencia la incorporaciéon de anhidrido carbénico con glucosa
de la que tiene lugar con acetaldehido, acetato y piruvato (7 ay b)
donde la velocidad de fijacién es en general paralela a la oxida-
cion del sustrato. La diferencia se evidencia comparando la fijacion
en presencia de cantidades equivalentes de piruvato y glucosa
(fig. 3). En los experimentos anteriores con acetato y piruvato
(7 a y b) la incorporacién de C*0. se estudi6 a pH 2,5 para
asegurar una rdpida oxidacion de esos sustratos. No siendo la
glucosa un electrolito, la influencia de la acidez del medio pudo
ser estudiada en experimentos a pH 2,5 y 7.4. La tabla 1 muestra
que la fijacion de anhidrido carbonico en medio acido es al prin-
cipio mas lenta que en medio alcalino no obstante el igual consumo
de oxigeno en ambos medios. La diferencia puede atribuirse a la
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FIGURA 2

Fijacién de C10, y consumo de oxigeno durante la oxidacién de la glucosa por

S. cerevisiae. Levadura. 28.5 mg/ml. Glucosa, 0,005 M. Fosfato pH 7.4, mM. 23

Aire en la fase gaseosa. En el experimento de fijacién de anhidrido carbénico

radioactivo. 4.2 ymoles de C*O, HNa (3.1 10ts/min). Volumen final en el experi-

mento manométrico. 2,0 ml, y en el de fijacién de anhidrido carbénico, 10 m.

A, Fijaciéon de C* en presencia de glucosa, y C, por el testigo. B, Consumo de
oxigeno en presencia de glucosa, y C, por el testigo.

Tabla 1

Influencia del pH sobre la fijacion de C'10, por S. cerevisiae en presencia
de glucosa.
285 mg de levadura en 10 ml de fosfato 0,4 mM 4,2 umoles de C14O,HNa
(3,1 10¢ cts/min). 50 umoles de glucosa.

Duracién de C14 fijado (cts/min/mg cel.)

la oxidacién
(min) pH 2,5 pH 7,1
2 248 760
5 . 630 852
30 990 952

menor concentracion de iones bicarbonato en el medio inicial-
mente acido. Posteriormente el pH sube llegando a & 5 (medido
con indicadores). En cambio en los vasos con pH 7,4, no hubo

variaciones significativas de la concentracion de iones hidrégeno.
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FicUrA 3
Comparacién de la fijacién de CU0, durante la oxidacién de la glucosa y dcids
pirtvico por S. cerevisiae. Levadura, 492 mg. Glucosa, 50 pmoles. Acido piravico,
100 pwmoles. Fosfato 0,4 mM. pH 2,8. 4,2 umoles de C#0O, HNa (3.1 10° cts/min).
270, Aire en la fase gaseosa. A, Fijacién de C' en presencia de glucosa; B, en
presencia de Acido piravico, y C, por el testigo.
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2) Distribucion del C**. — Durante la oxidacion de la glu-
cosa en presencia de bicarbonato radiactivo numerosas sustancias
fijan C** (Tabla 2). La mayoria son solubles en metanol-agua, es
decir de bajo peso molecular. Ello se debe a que en ausencia de
compuestos nitrogenados no es posible la sintesis de proteinas
celulares. Entre las sustancias que adquieren radiactividad los
acidos aspartico y glutamico son las principales. En segundo tér-
mino aparecen los 4cidos tricarboxilicos y el /-malico, y en tiltimo
lugar, con menos del 2 % del C* fijado, el fosfoglicerato, los
hexosafosfatos, los acidos succinico y fumarico y los aminoacidos
alanina, serina y treonina. Si a la radiactividad fijada en presencia
de glucosa se sustrae la correspondiente a los testigos (radi-
actividad corregida), se nota que la glucosa determina una mayor
fijacion en los acidos tricarboxilicos, I-malico, fumarico y los hexo-
safosfatos, vale decir compuestos relacionados con la fermentacion
de la glucosa. ‘
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El C* fijado durante la oxidacion de sustratos enddgenos
tiene una distribucién parecida (Tabla 3), si bien el nimero de
compuestos marcados es menor y la proporcion de C* fijado en el
acido aspartico es mayor que en presencia de glucosa.

Tabla 2

Distribucion del C1¢ fijado por S. cerevisiae durante la oxidacion de glucosa
en presencia de C1¢0,

285 mg de levadura suspendida en 10ml de fosfato 0,4 mM pH 7,4 con
50 pmoles de glucosa y 4,2 pmoles de C1¢OzHNa (3,1 10% cts/min) durante

2 horas
Acido aspartico 41,3 38,5
Acido glutamico 40,9 35,2
Acido malico 5,0 78
Acido citrico (con aconitico e isocitrico) 5,2 10,0
Alanina 1,5 1,0
Serina 0,9 0,7
Aminoacidos basicos 1,1 1,1
Acido fumarico 0,8 1,6
Acido succinico 0,6 0,0
Acido fosfopiruvico 0,4 0,1
Acido fosfoglicérico 0,4 0,5
Hexosa fosfatos 1,3 2,7
Otros compuestos 0,6 0,8

Tabla 3

Distribucion del C:¢ fijado durante la oxidacion de sustratos endégenos por
S. cerevisiae en presencia de €140,

En iguales condiciones experimentales que en la Tabla 2. Glucosa ausente

Sustancia Radiactividad (%)
Acido aspartico 51,1
Acido glutamico 36,0
Acido [-malico 41
Acido citrico (con aconitico e isocitrico) 0,9
Alanina 2,0
Acido fumarico 1,0
Acido succinico 1,0

Otros compuestos 3,9
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3) Cinética de la fijacion del anhidrido carbdnico. — La dis-
tribucion del carbono radiactivo en los distintos compuestos a
través del tiempo permite establecer la via de incorporacion del
C™Q, al metabolismo de la levadura. Si un compuesto es precursor
de otro la proporcion relativa de carbono radiactivo disminuye en
el primero cuando aumenta en el segundo (6) y la curva de
distribucion porcentual tiene pendiente negativa mientras que en
el segundo compuesto la curva de distribucion porcentual tiene
priniero pendiente positiva, pasa por un maximo y luego adquiere
pendiente negativa. De acuerdo a estos principios se ha analizado
la fijacion de C"O. durante la oxidacion de la glucosa (fig. 4).
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Ficrra 4

Distribucién relativa de C! fijado por S. cerevisise durante la oxidaciéon de glucosa
en presencia de C"0,. Iguales condiciones experimentales que en la figura 2.
Levadura incubada con glucosa.

Si el periodo de fijacion es suficientemente breve sélo el acido
aspartico presenta curva con pendiente negativa e inicialmente
(15 seg de fijacién) es el (nico compuesto que en el cromato-
grama aparece radiactivo. Después de 10 min de oxidacion la
distribucion de C'* en el acido aspartico pasa por un minimo
y en el glutdmico por un maximo. Al cabo de 60 minutos se llega
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a una distribucioén estacionaria de C'* que subsiste 2 horas después
de iniciado el experimento (los ultimos 60 minutos se omiten en
la figura 4).

No obstante la menor proporcion de C*0O, fijado en los
testigos sin glucosa tambien en esos experimentos se ha analizado
(fig. 5) la distribucion de C*. EI acido aspartico es el ninico com-
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FIGURA 5

Distribucién relativa de C% fijado por S. cerevisiae durante la oxidacién de
sustratos endbgenos. Iguales condiciones experimentales que en la Figura 2.
Testigo sin glucosa.

puesto que tiene curva con pendiente negativa. Al cabo de un
cierto tiempo se llega a un estado estacionario sin que se observen
los maximos y minimos de distribucion que se produce en presencia
de glucosa.

4) Fijacién de C'*O, durante la oxidacion anaerdbica de la
glucosa. — La figura 6 muestra que la levadura fija C*O;, bajo
atmosfera de nitrogeno. Con 5 minutos de incubacién la cantidad
de C* fijada anaerobicamente es notablemente mayor que en aero-
biosis pero al cabo de 10 minutos la fijacion aerdbica excede lige-
ramente la anaerdbica.

La distribucion del C* fijado, es fuertemente afectada por la
ausencia de oxigeno. En primer lugar, la cantidad de C'* que se
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incorpora a la proteina celular disminuye notablemente en condi-
ciones anaerdbicas. En efecto al cabo de 5 minutos de incubacion
(fig. 6) la incorporacion de C'* en la proteina celular fué, en
aire 40 % y en N, 21 %; despu¢s de 10 minutos la diferencia
fué todavia mayor, pues la incorporacion en aire era 51 % y en
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FIGURA 6
Fijacién de C“Oz por S. cerevisiae durante la oxidacién aerébica o anaerébica de
la glucosa. Levadura, 22,7 mg/ml. Glucosa, 0.005 M. En el exverimento de fiiacién
de anhidrido carbénico, 4.2 umoles de C1O; HNa (3,1 10° cts/min). Volumen final
en el experimento manométrico, 2,0 ml, y en el de fijacién de anhidrido carbénico,
10 ml. 18%. Las zonas grisadas representan la diferencia entre la fijacién en pre-
sencia de glucosa y el testigo sin glucosa. Intercambio gaseoso en presencia de
N
glucosa: Q@ , 16,1; —Q , 159 y —Q , 19,0. Idem del testigo: Q 2,6: —Q .
o, co Co, o Co,

N,
26 v —Q , 0,3. Valores carrespondientes a 10 min. de incubacién.
CO
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N2 6 %. En segundo lugar la distribucion de C' en cada coni-
puesto rotulado es fuertemente afectada por la ausencia de oxi-
geno. En nitrégeno, aumenta intensamente la incorporacion a los
acidos aspartico, /-malico, fumarico y succinico, en grado menor
en el citrico, mientras que se mantiene comparativamente cons-
tante la fijacion en el glutamico (fig. 7).
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FIGura 7

Distribucién del CY fijado durante la oxidacién aerdbica o anaerdbica de la glucosa.

Experimento de la figura 6. 5 minutos de incubacion. Las zonas grisadas repre-

sentan la diferencia entre la fijacién en presencia de glucosa y el testigo sin

glucosa. A, Aspértico; C, citrico (con aconitico e isocitrico); ¥, fumérico; @G, glu-
tamico; M, l-mélico y 8, succinico.

5) Influencia de la antimicina A sobre la fijacion de C'“QOy. —
Este antibi6tico inhibe selectivamente los procesos oxidativos intra-
celulares (), pues interfiere el transporte de ios electrones a nivel
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de la citocromo reductasa. Sobre la levadura, inhibe el consumo de
oxigeno, y exagera la fermentacion aerobica de la glucosa que
eleva al nivel de la fermentacion anaerdbica (!). Estos resultados
estan confirmados por las medidas respiratorias consignadas al
pie de la figura 8. El efecto de la antimicina A sobre la fijacion
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FIGURA 8

Fijacién de CH0, durante la oxidacién de la glucosa en presencia de antimicina A.
Levadura, 12 mg/ml. Glucosa, 0,005 M. 25°. Aire en la fase gaseosa. En el experi-
mento de fijacion de anhidrido carboénico, 4.2 umoles de C1*O, HNa (3,1 10 cts/min).
Antimicina 4, 13 pg/ml. Volumen final en el experimento manométrico, 2.0 ml, y en
el de fijacion de anhidrido carbonico, 6.0 ml. A, Fijacion de C'* con glucosa y anti-
micina 4; B, con glucosa: C, testigo, y D, con antimicina 4. Intercambio gaseosp

en presencia de glucosa: Q , 30,7 y —Q , 37,3 glucosa y antimicina 4, Q . 1,5
o, Co, 0,

y—Q ,46,2; antimicina 4.Q 15y —Q 2,0, y del testigoQ , 2,3y —Q 1.3.1.
Cco, 10, Cco, 0, CO,

de C"0. esta condicionado por la presencia de glucosa. Con
glucosa la antimicina A exagera notablemente la fijacion de C"O.
y la fermentacion. En ausencia de glucosa la antimicina A dismi-
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nuye ligeramente la incorporacion de C0O, al mismo tiempo que
inhibe el consumo de oxigeno.

La antimicina A también afecta la distribuciéon del C™ fijado
(fig. 9), pues a los 12 minutos de incubacién, aumenta la rotu-
lacion de los Aacidos aspartico, fumdarico, maélico y succinico y
disminuye la del glutdmico. La fijacion de C'* en los acidos tricar-
boxilicos no se modifica. Diferencias similares se comprueban
después de tres minutos de incubacion si bien entonces no hay
variaciones importantes en la fijacion de C' en el acido aspartico.
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Ficura 9
Influencia de la antimicina A sobre la distribucién del C1.0, fijado durante la
oxidacién de la glucosa. Experimento de la figura 8. Las zonas grisadas repre-
sentan la diferencia entre el CH fijado en presencia de glucosa menos el corres-
pondiente al testigo. 4, C, F, G, M y 8, como en la figura 7.

6) Fijacion y distribucion del C'* en los dcidos aspdrtico
y glutdmico. — Los acidos aspartico y glutamico, por la cantidad
de C incorporado y por su relacion con los acidos oxalacético
y alfacetoglutarico, dos intermediarios esenciales del ciclo del
4cido citrico estan estratégicamente situados para analizar la via
de incorporacién del C“O, al metabolismo de la levadura. El
aumento del C'* fijado en estos aminodcidos, durante la incubacion
puede explicarse: 1) por variacion de la concentracion del amino-
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acido, y 2) por variacién de su actividad especifica. Esto dltimo
implica dos posibilidades: a) aumento en la actividad especifica
de cada carbono, y b) rotulacién multiple.

En el experimento de la Tabla 4 la concentracion intracelular
de glutamico se duplicd, mientras que la actividad especifica
aument6 en proporcion notablemente mayor. La escasa variacion
en la cantidad de glutamico se explica por la falta de nitrogeno en
el medio que previene la sintesis del aminoacido.

Tabla 4

Actividad especifica y concentracion de acido glutamico en S. cerevisiae
durante la oxidacion de la glucosa.

492 mg de levadura en 10 ml de fosfato 0,4 mM pH 2,8. 50 pmoles de glu-

cosa. 4,2 umoles de C1?0O4HNa (3,1 108 cts/min). En los tiempos indicados

se toman muestras que se precipitan con 9 vol. de metanol. El 4cido gluta-
mico se aisla por cromatografia bidimensional sobre papel.

Concentracién

de dcido A ctividad
Tiempo de glutdmico especifica
oxidacion pmoles del dcido
(———) glutdmico
my cel. (cts/min/umol)
2 0,41 34
5 0,38 220
10 0,81 230
20 0,83 320
30 0,68 350

120 0,32 320

La distribucion de C'* en el acido aspartico (Tabla 5) demues-
tra que al principio el C'* se incorpora en el carbono 4, pero luego
tiende a fijarse también en el carbono 1. En el acido glutamico
(Tabla 6), el carbono 1 es el que fija al principio la mayor parte
del C (79,0 %) y el carbono 5 el resto (21,0 %). La proporcion
en 1 disminuye durante el experimento y la del carbono 5 se
mantiene constante, lo que significa que otros carbonos fuera de
I y 5 se rotulan durante la oxidacion de la glucosa, si bien en
pequeiia proporcion.

7) Fijacion de anhidrido carbonico por la levadura de fer-
mentacion baja (Saccharomyces carlsbergensis). — En esta leva-
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Tabla 5
Distribucion de C1* en el acido aspartico

Mismo experimento que en la Fig. 2. El acido aspdrtico se separa de los
extractos de células por cromatografia bidimensional sobre papel. Se eluye,
se mezcla con 31 pmoles de acido aspartico inerte y se decarboxila en pre-
sencia de transaminasa y citrato de anilina (a); con cloramina T (b) o se
oxida totalmente (c). El anhidrido carbonico se precipita como carbonato
de bario. La radiactividad se calcula para espesor nulo. Medidas en

duplicado.
Duracion Radiactividad del
de la a b
oxidacion C,(a) C,+C, (b) 2C,  (c) (%) (%)
(min) (cts/min) (cts/min) (cts/min) b c
2 661 745 730 90 102
5 345 423 450 76 94
10 111 196 181 61 107
30 338 562 545 61 103
Tabla 6

Distribucion de C* en el acido glutamico.

Mismo experimento que en la Fig. 2. El acido glutdmico se separa de los

extractos de células por cromatografia bidimensional sobre papel. Se eluye,

se mezcla con glutdmico inerte y se decarboxila con cloramina T (a); con

acido hidrazoico (b) o se oxida totalmente (c¢). El anhidrido carbonico se

precipita como carbonato de bario. Se calcula la radiactividad para espesor
nulo. Medidas en duplicado o triplicado

Duracion Radiactividad del
dela a b
oxidacién C, (a) C, (b) XC,;fc) (%) (%)
(min) fcts/min) (cts/min) (cts/min) b c
5 326 87 413 79 21
10 647 205 830 78 25
30 351 129 551 63 23
60 855 336 1446 59 23

dura existe una deficiencia natural en la actividad oxidativa res-
piratoria, es decir que el metabolismo de la glucosa se desarrolla
como en la levadura de fermentacion alta, cuando ésta consume
glucosa en atmoésfera de nitrogeno o en presencia de antimicina A.
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LL.a Tabla 7, muestra que una preparacion tipica de S. carls-
bergensis, fija anhidrido carbénico en un proceso metabolico de-
pendiente de la fermentacion de la glucosa. El C" fijado se distri-
buye en forma parecida a la observada en la levadura alta en
anaerobiosis, es decir hay una distribucion relativamente prepon-
derante en los Aacidos dicarboxilicos: aspartico, malico, fumarico
y succinico.

Tabla 7

Fijacion de anhidrido carbdnico por levadura de fermentacion baja
(Saccharomyces carisbergensis)

7,5mg de levadura. 10umoles de glucosa. 1,6 umoles de C1tOgHNa (1,2
105 cts/min). Volumen total, 2,0 mi 20 min de incubaciéon. 30° Aire.

C14 fijado
Formacién de Consumo de cts/min
Adiciones Cco, oxigeno —_—
(ul) fut) mg cel.
Glucosa 326 29 1600
Ninguna 37 32 350
Tabla 8

Distribucion de C'+ fijado por S. carisbergensis durante la fermentacion
de la glucosa.

Experimento de la Tabla 7. C1* fijado en los compuestos solubles en meta-
nol-agua (cts/min/mg cel), 1600 con glucosa y 300 en el testigo

C1: fijado
_—) del C1} fijado en
Sustancia cls/min Distribucién (%)
mg cel. presencia de glucosa
Con glucosa Testigo Observada Corregida

Acido aspartico 480 66 30,0 32,0
Acido glutamico 107 21 6,7 6,6
Acido citrico (con aconitico e

isocitrico) 48 5 3,0 33
Acido /-malico 510 105 32,0 31,2
Acido fumarico 96 27 6,0 53
Acido succinico 152 63 9,5 6,8
Acido fosfoenolpirtivico 26 — 1,6 20
Treonina 40 — 2,5 3,1
Alanina 91 9 5,7 6.3

Otros compuestos 48

£

3,0 35
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DisSCuUsSION

En trabajos anteriores se demostrd que durante la oxidacion
de los acidos pirtivico y acético por S. cerevisiae hay fijacion de
anhidrido carbonico por carboxilacion de fosfoenolpirtivico formado
durante la operacion del ciclo del acido citrico. Como el ciclo
es la etapa final de la oxidacion de la glucosa (?), la fijacién de
C"0. en la oxidacion aerobica de esta ultima tiene una primera
explicacion. El acido fosfoenolpiriivico se forma ademds en la
fase anaerobica del proceso de glucolisis, lo que implica una fija-
cion fermentativa de anhidrido carbonico. Este tltimo proceso
queda demostrado por los hechos siguientes: 1) En la fijacion
aerobica de C*O, la velocidad de fijacion es inicialmente muy
superior a la del consumo de oxigeno en contraposicion a lo que
se observa durante la oxidacion de acido pirtivico, acético o acetal-
dehido. 2) En presencia de nitrégeno la levadura fija anhidrido
carbdénico con ritmo mayor que en aerobiosis, especialmente al
principio de la fijacion. 3) La antimicina A, que inhibe completa-
mente la oxidacion, exagera la incorporacion de anhidrido carbé-
nico radiactivo; y 4) En la levadura de fermentacion baja a pesar
de la escasa actividad oxidante tiene lugar una fijacion de anhi-
drido carbonico muy parecida a la de la levadura de fermenta-
cion alta.

La sintesis de oxalacetato por la reaccion de Utter y
Kurahashi (1), es decir carboxilacion del acido fosfoenolpirivico
(observaciones con J. Cannata a publicar) es el mecanismo prin-
cpal do 1ncerporacidn de anhidrido carbonico al metabolismo de
la levacura. Asi lo demuestra la rapida incorporacion al aspartato
cuc ¢s ¢! primer compuesto que aparece con C' en los ciomato-
gramas. Si la fijacion se produjera a través de la reaccion “malica”
(Ochoa), el acido malico deberia aparecer en los cromatogramas
con curva de pendiente negativa, lo que no ocurre. El oxalacetato
formado puede: 1) transaminarse a aspartato; 2) reducirse a
[-malato, y 3) pasar oxidativamente a citrato. Las dos primeras
reacciones no requieren oxigeno, mas atn, un medio reductor las
estimula y el malato por reduccion ulterior lleva a fumarato y
succinato. En cambio la formacion de citrato y alfacetoglutarato
(precursor del glutamato) son procesos oxidativos. La antimici-
na A, la anaerobiosis y la adaptacion a esta ultima (levadura de
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fermentacién haja) exageran la incorporacion de C' hacia los
acidos dicarboxilicos, mientras que el oxigeno produce el efecto
contrario y aumenta la formacion de glutamato.

La distribucién de C** en los acidos aspartico y glutamico
es consistente con la operacion del ciclo del acido citrico en la
levadura. El oxalacetato rotulado en el C4 marca el aspatico
en el carboxilo correspondiente. La rotulacion del C 1 del aspar-
tico se explica por el equilibrio del oxalacético con el fumarico,
a través del malico. Las moléculas rotuladas aparentemente en
forma simétrica del fumarico, envian C' al carboxilo 1 del acido
aspartico. El acido glutamico se rotula al comienzo del experi-
mento en los carbonos 1 y 5, pero principalmente en el primero
(79-78 %). Después de 30 minutos de incubacién, 14-16 % del
C* fijado se encuentra en los C 2-4. La fijacion en el C-1 esta
de acuerdo con la operacién del ciclo de los acidos tricarboxilicos.
La fijaciéon en el C-5 se ha observado (* ') en otros organismos
(Clostridium Kluyveri y oviducto de pollo). Una posibilidad es la
formacién de acetoacetato y su rotulacion en C 1 por intermedio de
CO. (Plaut y Lardy); otra es la fision (- 13) del succinato-1-4-C**
(reaccién de Thunberg - Wieland) formado por reduccion del
oxalacetato. En ambos casos se formaria acetato-1-C™ que rotu-
laria el glutamico en el C-5. La formacion de acetoacetato por
condensaciéon de acctil-CoA es poco probable en presencia de un
exceso de glucosa, que asegura una cantidad de oxalacetato capaz
de canalizar la totalidad de los grupos acetilos hacia el ciclo del
acido citrico. Tampoco la reaccion de Thunberg - Wieland (**) pa-
rece apoyada por los experimentos de sintesis de acido succinico
a partir de acetato-C* (®). La cinética de la distribucién de C™
en el acido glutamico formado por acetato-C'* puede aclarar el
problema (observaciones a publicar).

RESUMEN

1) La levadura de fermentacién alta (S. cerevisiae) fija anhi-
drido carbonico radiactivo durante la oxidacion aerdbica y anaerd-
bica de la glucosa y la levadura de fermentacion baja (S. carls-
bergensis) durante la fermentacion de la glucosa. 2) La fijacion
anaer6bica (atmosfera de nitrogeno, inhibicion de la oxidaciéon por
antimicina A) tiene igual o mayor eficiencia que la aerodbica.
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3) Fijan el C' los acidos aspartico, glutdmico, I-malico, citrico,
fumarico, succinico, alanina, fosfoglicérico, fosfoenolpirtivico y los
hexosafosfatos. 4) En ausencia de oxigeno o en presencia de anti-
micina A, la fijacibn de C'* en los A4cidos I[-malico, fumdérico,
succinico y aspartico aumenta y disminuye en el dcido glutamico.
5) EIl compuesto inicial de fijacion es el dcido oxalacético formado
por carboxilacién del 4cido fosfoenolpirivico. 6) La distribucion
de C* en los acidos aspartico y glutamico concuerda con la ope-
racion del ciclo del 4cido citrico como via oxidativa final en la
levadura.

SUMMARY

1)Baker’s yeast (S. cerevisiae) incorporates radioactive carbon dioxide
during the aerobic and anaerobic oxidation of gliucose, and brewer’s yeast
(S. carlsbergensis) during glucose fermentation. 2) The anaerobic fixation
of carbon dioxide by baker’s yeast (under nitrogen atmosphere, or in the
presence of antimycin A) has the same or higher efficiency than the aerobic
fixation. 3) After steady state fixation, the main reservoirs of Ci¢ are
aspartic and glutamic acids. Malic, tricarboxylic, fumaric, succinic, phospho-
glyceric and phosphopyruvic acids, alanine and hexosephosphates become
also radioactive. 4) In the absence of oxygen or in the presence of antimy-
cin A, labelling of malic, fumaric, succinic and aspartic acids increases
whereas that of glutamic acid decreases. 5} Carbon dioxide is incorporatec
by synthesis of oxalacetate through carboxylation of phosphopyruvate.
6) The distribution of Ci4 in aspartic and glutamic acids is consistent
with the operation of the citric acid cycle as the main oxidative pathway
in baker’s yeast.
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