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INTRODUCCION

La diacetilo reductasa de Staphylococcus aureus (acetoina: NAD | ()xido-.redug:lasa,
EC. 1.1.1.5.)¢ fue la primera de las enzimas del catabolismo reductor del diacetilo en
ser descrita (Strecker y Harary, 1954)¢. Hasta muy recientemente no se le conocia
otro sustrato que el diacetilo, pero se ha comprobado en nuestro laboratorio que acep-
ta también todo tipo de -dicarbonilos no cargados de mads de tres atomos df: carl?ono
y los transforma, irreversiblemente en la practica, en los correspondientes hidroxicar-
bonilos '*. En rigor, no es pues, una diacetilo reductasa sino una nueva -dicarbonilo
reductasa, que se diferencia de las estudiadas hasta ahora > '* por ser especifica para el
coenzima y aceptar como tal inicamente el NADH. .

En este articulo se estudia el mecanismo cinético de la reduccion por esta enzima de
uno de sus sustratos, el piruvato de etilo, que in vitro resulto ser el mas eficaz tras la
2,3—pentanodiona y el propio diacetilo '*. Se discute también el m_gmﬁmdo de_ las
constantes de afinidad para esta reaccion obtenidas durante la realizacién del trabajo.

MATERIAL Y METODOS

de etilo por Merck y el

El piruvato de etilo fue suministrado por Sigma, el lactato B

NAD * por Boehringer. La acetona (Panreac) fue purificada siguiendo el método
crito por Vogel '6. .

Las preparaciones de la enzima se obtuvieron segin el procedimiento de pu’nf‘?ca—
cién descrito por Vidal 15, La actividad enzimatica se determind espectrofotometrica-
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Inhibicion por la acetona

La acetona inhibe la reaccion en forma no competitiva para ¢l sustrato carbonilo a
concentracién no saturante de NADH (0.2 mM). La representacion por ¢l método de
Hanes de los resultados de los estudios de inhibicion respecto al NADH con piruvato
de etilo fijo y no saturante (30 mM) dio, en cambio, un conjunto de rectas convergen-
tes sobre el eje de ordenadas (figura 5), demostrando que la citada inhibicion ¢s de tipo
acompetitivo, La Ki para la acetona (320 mM) se obtuvo representando las pendientes
de las rectas de la grafica de la figura 5 en funcion de la concentracion del inhibidor a
que corresponden.

DISCUSION

Mecanismo de reaccion

La forma de las graficas de las figuras 2a y 2b demuestra que la reacciéon obedece a
la ecuacién de velocidad

Vmax
IHKmA/(A)HKmB/(BKs* KmB/(A) (B))

V=

La discusién queda pues, centrada en los sistemas que generan ecuaciones de este
Upo, es decir, |og secuenciales «al azarm» de equilibrio rapido, los de orden obligatorio,
Ordenado Bi-Bj Theorell-Chance, y sus respectivos Iso-mecanismos *.

El patrén de inhibicign por el lactato de etilo, nocompetitivo para los dos sustratos,
€S Incompatible con los sistemas «al azar» y con el de Theorell-Chance 4. pero deja
aUn como posibles tres esquemas, el Ordenado Bi-Bi, el Iso-Theorell-Chance y el Iso-
ordenado. Este tltimo queda también descartado por el patrén de inhibicion por el
oOtro producto de |a reaccion, el NAD* competitivo para el NADH y no competitivo
Ezgieé.plr_uvato de etilo. Por tanto, restan sélo en discusion dos mecanismos. ¢l Orde-

Eo I-Bi y el Iso-Theorell-Chance. _
ro, :Ogsa;i?s Mecanismos generan patrones de inhibicion muy semejantes. lEndC: E]r:mfo
Tt as inhibiciones por los productos son no competitivas excepto la de it
enelise uel‘gdo respecto al primer sustrato en fijarse a la enzima, que ¢s co‘mpm o
COmpeﬁgﬁ\T{l 0, es competltw_a la del primer producto respecto z.1I .u!t}mo sualr?_livz e
tesultadg SaS iodas las demas . Como, en nuestro caso, la 1nh1b1c1qn com?c 1 a)‘ o
¢l NADH :r a del NAD* frente al NADH las posibilidades a considerar SKII?)"" clqﬁ]—
s pl'Odu(::? el primer sustrato en incorporarse al enzima (y por tanto el N‘ 5 T
oy tralar? en abandonar.lo, dada la simetria de este tipo de rBaCCI(‘)ﬂ.C§?-[C 1;’1
ducton o 1a lde‘un mecanismo Ordenado Bi-Bi; y b) que el sustrato 1n1c1c11 C0l «con-
Para d:st € ¢l piruvato de etilo, lo que llevaria a un sistema lso—ThcqrcI = .TE‘IHCC.‘

Istinguir entre ambos mecanismos, bastaria pues, comprobar cudl de los dos
sustratos, el NADH o el piruvato de etilo, actiia como conductor.

La acetona, un andlogo estructural del piruvato de etilo que no es aceptado como
sustrato, inhibe la reduccién de este compuesto por la enzima aqui estudiada acompe-

ZiGi=

mente siguiendo el cambio en la absorbancia a 340 nm producido por la oxidacién del
NADH a la temperatura de 25°C. y a pH 7.0 en tampén fosfato bisdédico/monopotadsi-
co 50 mM.

Para la representacion grafica de los resultados se utilizé el método de Hanes en lu-
gar del habitual de Lineweaver/Burck, por ser mds exacto . Los valores de Ky K _
se calcularon segin se describe en la ref. 7.

RESULTADOS

Influencia de la concentracion de sustratos sobre la velocidad de reaccion

La reaccion sigue una cinética michaeliana en el rango de 10 a 300 uM de I'\IADH y
entre 0.6 y 80 mM de piruvato de etilo. A concentraciones mds altas de este L}ltlmo se
observo inhibicion por exceso de sustrato. La correspondiente Ki se calculo en 150
mM a partir de la grafica de la figura 1.

En la zona en que la reaccién no estd sujeta a inhibicién por el sustrato, las repre-
sentaciones primarias de (S)/V en funcion de (S) dan una familia de rectas que conver-
gen a la izquierda del eje de ordenadas (figura 2a y 2b). Se obtienen también rectas al
representar las pendientes de las lineas de las figuras 2a y b en funcién de las concen-
traciones de sustrato fijo-variable a que corresponden. Las constantes de afinidad parall
el sustrato y el coenzima han sido estimadas, a partir de estas graficas 7, en: para 66
NADH., Ks=35 um y Km = 160 um; para el piruvato de etilo, Ks=8 mMy Km=3
mM.

Inhibicion por el lactato de etilo

A concentracion fija y no saturante de NADH (0.2 mM) y variable del sustrato car-
bonilo, al inhibir la reaccidn con lactato de etilo se obtuvo una serie de rectas conv!:rll":
gentes en el segundo cuadrante (figura 3), lo que pone de manifiesto se trata de u]na'l J
hibicion no competitiva. Igual resultado se obtuvo cuando el sustrato fijo fue el piru
vato de etilo a concentracion no saturante (30 mM) y el variable NADH. La fI_‘(l Dafg
¢l lactato de etilo se determiné representando las pendientes de las rectas de la lEUffl‘t,
en funcion de las concentraciones de inhibidor a que corresponden, de lo que resuito
un valor de 55 mM; al no estar el sistema saturado del sustrato fijo, este dato corresi
ponde en realidad a Ki+(KiK  NPH/(NADH)), de donde se deduce que el valor rea
de la constante de inhibicion para el lactato de etilo es 30 mM.

Inhibicion por el NAD +

La inhibicién por el NAD" fijo y no saturante (0.2 mM) y el piruvato de .etlllo \]iarlz;
ble, se mostré también no competitiva. En cambio, cuando el sustrato variable ued.
NADH (concentracién de piruvato de etilo, 50 mM), la representacion de Hanes dio
una familia de rectas paralelas (figura 4), mostrando que el NADT inhibe la reaccion
competitivamente respecto al coenzima reducido. Ki para el NAD™ se obtuvo repre-
sentando las intersecciones en ordenadas de las rectas de la figura 4 en funcion de las
concentraciones de inhibidor correspondientes; el valor asi calculado fue de 1 mM.
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titivamente respecto al piruvato de etilo y no competitivamente para el NADH. Las
normas de Cleland para inhibiciones de via muerta ® demuestran que este comporta-
miento s6lo puede darse, en sistemas secuenciales ordenados como los que se discu-
ten, si el NADH se fija a la enzima antes de que lo haga el sustrato CarbOQIIO. lo que,
a su vez, prueba que la reaccion obedece a un mecanismo Ordenado Bi-Bi. Este mis-
mo esquema sigue también la reduccién del piruvato de etilo con NADPH gatallzada
por la -dicarbonilo reductasa de higado de paloma 8. Se trata de un mecanismo muy
frecuente en reacciones de oxidorreduccion con participacion de Dlﬁd”}‘
nucletidos 12, por el que operan la mayor parte de las enzimas emparentadas metabo-
licamente con la que se estudia en este trabajo > 7% 1°.

Afinidad por los sustratos

Cuando actiia sobre el piruvato de etilo, la diacetilo reductasa de S. aureus muestra
una baja afinidad por el sustrato y por el coenzima, tanto si se la compara con la de
otros sustratos alternativos (v.g., Km para el NADH y para el dicarbonilo es unas 3-5
veces més alta que en la reduccién del diacetilo o de la 2,3-pentanodiona '*) como con
la obtenida en reacciones similares con otra enzimas >#!!. Todos estos datos indican
claramente que el piruvato de etilo no es un buen sustrato para la reductasa a que s¢
refiere este articulo,

La enzima se ve inhibida por el etil-piruvato en exceso. Del mismo modo se coml-
porta también la -dicarbonilo reductasa de higado de paloma 8 Dadas las caracteris-

ticas cinéticas de estas deshidrogenasas, no parece que este hecho tenga significado fi-
siol6gico alguno.

RESUMEN

taclida(;s fg:?a de !a§ grdficas obtenidas al representar por el método de Hanesc:‘(:si;isigi:
e ias analisis de actividad en ausencia de inhibidores y los patrom_:ls e
e pu los productos y por un anélogo estructural del sustrato carboni O:S‘ e
o due 1a reduccién del piruvato de etilo por la diacetilo reductasa de 5. aureu

NSCUTTe por un mecanismo Ordenado Bi-Bi, en el que el coenzima es el primer

c() .
mpuesto en fijarse a la enzima.

KINETIC MECHANISM OF ETHIL PYRUVATE
REDUCTION BY DIACETYL REDUCTASE FROM
STAPHYLOCOCCUS AUREUS

SUMMARY

T !
he convergence of the primary Hanes’ plots and the inhibition pattern by products

and by susbtrate analogue prove that ethyl pyruvate reduction by diacetyl reductase

from S. aureus propeeds via an Ordered Bi-Bi mechanism the coenzyme being the first
compound in reacting with the enzyme.
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Fig. 1.= Caleculo de la constante de inhibicion por exceso de sustrato mediante ¢l método de Dixon. Concentracion de NADH, 0.2
mM
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Fig. 2.- Influencia de la concentracion de sustratos sobre la velocidad de reaccién: representaciones primarias por el método de Ha-
nes. Las cifras en el interior de las grificas corresponden a la concentracion de piruvato de etilo (en «an) y de NADH (en
whw)
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