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INTRODUCCION

La sintesis de, al menos, algunos de los enzimas que intervienen en el catabolismo
del diacetilo por reduccién en Lactobacillus casei y otros microorganismos puede ser
inducida por diversos compuestos, como el piruvato y el citrato® 4915, Las expe-
riencias descritas en este articulo tuvieron por objeto estudiar en Leuconostoc citro-
vorum los efectos de los metabolitos citados y los de los productos de reduccién del
diacetilo sobre tales enzimas, lo que podria permitir un mejor control de su actividad
—Y, en consecuencia, de la acumulacién de su sustrato— en los alimentos some-
tidos a procesos madurativos utilizando L. citrovorum como starter.

MATERIAL Y METODOS

Se emple6 la cepa NCIB 3739 de L. citrovorum, suministrada por la Coleccién
Espafiola de Cultivos Tipo; fue propagada en caldo Elliker. Los experimentos se
llevaron a cabo como en trabajos previos!?, excepto en lo que se refiere a la
temperatura de cultivo (209 C) y a la composicién del medio minimo, que fue la
siguiente: extracto de levadura, 0,125%; glucosa, 0,025%; ClNa, 0,55%; &cido
ascérbico, 0,0125%:; efector, 0,25%.

El diacetilo se mostré extraordinariamente téxico para L. citrovorum, impidiendo
su crecimiento incluso en proporciones mil veces inferiores a las habitualmente
utilizadas, por lo que no se encontré conveniente tratar de estudiar su accién a la
vista de que sélo era posible hacerlo a concentraciones bajisimas.
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RESULTADOS

La tabla I recoge los resultados de las experiencias de induccién de los enzimas
que catalizan la reduccién de diacetilo. Puede observarse que la actividad NADH-
dependiente es reprimida por el citrato e inducida por el piruvato y que la
dependiente del NADPH muestra un comportamiento frente a los compuestos
ensayados como efectores muy similar: es inducida por el butilenglicol ademas de por
el piruvato, pero con un coeficiente bajo, incluso menor que el observado en el caso
anterior. Sin embargo, se apreciaron grandes diferencias cuantitativas entre la
actividad diacetilo reductasa basal con uno y otro coenzima, que es mas de 15 veces
superior si se determina con NADH que si se emplea NADPH.

Algo semejante ocurre con la reaccién butilenglicol deshidrogenasa (tabla IT). La
actividad NADH-dependiente constitutiva es mas de 25 veces mayor que la ligada al
NADPH. La primera es inducida por el piruvato y, tal vez, reprimida por el citrato,
puesto que en las experiencias efectuadas con células cultivadas en presencia de éste
se obtuvo una actividad media casi 1/3 menor que la basal, aunque la gran variabili-
dad de los datos obtenidos en este experimento pone en duda el valor de las
diferencias observadas por cuanto determina una probabilidad importante (p < 0,4)
de que sean debidas al azar. La segunda se induce muy fuertemente por el piruvato y,
en menor grado, por el butilenglicol y la acetoina; cabe suponer que también es
reprimida por el citrato, con un coeficiente de 0,55, si bien el valor estadistico de los
datos recogidos no es del todo satisfactorio (p <0,1).

DISCUSION

Del examen de las tablas I y I se deduce que existe cierto paralelismo en la
respuesta de las cuatro actividades enzimaticas a los efectores estudiados, de lo que
cabria concluir que son debidas a un solo enzima, méa concretamente, a la L-glicol
deshidrogenasa, que es el Gnico conocido que acepta NADH y NADPH y puede
reducir tanto el diacetilo como la acetoina? 3. No obstante, el hecho de que las
determinaciones efectuadas empleando como donador de hidrégeno NADH dieran
valores mucho mas altos que las llevadas a cabo con NADPH resta firmeza a esta
hipétesis, puesto que todos los isoenzimas de la glicol deshidrogenasa conocidos
operan mas eficazmente con éste que con aquél, o al menos tanto®. Como alternativa
mas probable, se propone que s6lo es debida a ese enzima la actividad dependiente del
NADPH y una fraccién menor de la que se observa con NADH, correspondiendo la
mayor parte de esta Gltima a la diacetilo(acetoina) reductasa® que, como en S. lique-
faciens®, es inducida por el piruvato. No se descarta tampoco la intervencién de algiin
otro enzima.

Es de destacar que en L. citrovorum el citrato reprime la reduccién del diacetilo,
en abierto contraste con lo observado por otros autores en L. casei® y Aerobacter
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TABLA 1

Induccién de la actividad diacetilo reductasa en L. citrovorum

NADH-dependiente

NADPH-dependiente

EFECTOR P bR WU e e R
Piruvato 1108 £ 199 (p. 005) 476 26522 (p.0,001) 203
Citrato 98 £ 15 (p. 005) 039 156 % 0.6 (p. 0,05 088
Butilenglicol 381 £ 55 (p. 0.10) 152 250 % 16 (p. 001) 139
Aeetoina 310 = 15 (p. 0.30) 123 149 £ 40 (p. 070) 0.8
Act. basal 251+ 69— Z 1m9xos - =

* Media de tres experimentos £ S.D.; la cifra entre paréntesis expresa la probabilidad maxima de que la
diferencia entre ese resultado v la actividad basal sea debida al azar.

** Cociente entre la actividad especifica con el correspondiente efector y la actividad especifica basal.

TABLA 11
Induccién de la actividad butilenglicol deshidrogenasa en L. citrovorum
NADH-dependiente NADPH-dependiente
Actividad especifica® Coefi- Actividad especifica® Coefi-
EEECTOR (unidades/mg proteina) ciente** (unidades/mg proteina) ciente**
Piruvato. .« ces « s e 747.8 £110.2 (p. 0,001) 9,01 40,6 + 2,1 (p. 0,001) 13,3
Citrato 56,7+ 18,1 (p. 0,40) 0,68 1,7 £ 1,0 (p. 0,10) 0,55
Butilenglicol 63.4 % 21,9 (p. 0,50) 0,76 9,2 £ 1,5 (p. 0,01) 3,03
Acetoina 124,3 £ 28,6 (p. 0,30) 1,5 10,2 £ 2,4 (p. 0,01) 3.35
Act. basal 83,0 £ 37.3 — — 30+ 06 — —

* Media de tres experimentos & S.D.; la cifra entre paréntesis expresa la probabilidad méxima de que
la diferencia entre ese resultado y la actividad basal sea debida al azar.

** Cociente entre la actividad especifica con el correspondiente efector y la actividad especifica basal.

aerogenes'® y por nosotros mismos en las demas bacterias acidolécticas estudiadas® %;
s6lo en Lactobacillus plantarum se aprecié una ligera represién de la actividad
diacetilo reductasa por el citado metabolito, pero afectaba exclusivamente a la
dependiente del NADPH y se veia compensada por un fuerte incremento de la
acoplada al NADH. Esta aparente anomalia puede contribuir a explicar por qué el
citrato, que es un precursor del diacetilo més lejano que el piruvato, es més eficaz
que éste para incrementar la acumulaci6n de diacetilo por los Leuconostoc utilizados
como starters en la elaboracién de mantequilla (véase, p. e., ref. 1). Se ha venido su-
poniendo que ello se debe a que estos microorganismos carecen de sistemas enziméti-
cos que permitan el transporte activo del piruvato al interior de la célula, pero, a
Juzgar por su eficacia en inducir en este microorganismo todas las actividades deter-
minadas, no parece que tenga grandes dificultades en atravesar la pared celular.

Al margen de estas consideraciones, puede concluirse de los estudios realizados
sobre el control de la sintesis de los enzimas del catabolismo reductor del diacetilo
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que existen posibilidades reales y miiltiples de llevarlo a cabo, aunque su aplicacién
préctica requeriria un manejo mucho mas cuidadoso que una simple operacién
rutinaria. Todos los compuestos probados como efectores han sido eficaces hasta
niveles estadisticamente significativos en un porcentaje elevado de los casos, lo que
pone de manifiesto que la sintesis de estas deshidrogenasas es ficilmente manipu-
Jable. Sin embargo, las diferencias interespecificas en cuanto a dotacién de enzimas
de este tipo son tan acusadas y las respuestas de ellos a los efectores tan distintas, que
el aprovechamiento a escala industrial de esta posibilidad plantea ciertas dificul-
tades:

L. casei y L. plantarum disponen de una diacetilo reductasa especifica para el
NADH!?, otra dependiente del NADPH!€, una butilenglicol deshidrogenasa que opera
s6lo con NADPH y otra que lo hace con NADE, esta tltima diferente en los dos
microorganismos, posiblemente la L-deshidrogenasa en uno de ellos y la D-
deshidrogenasa en el otrol™ 18, Streptococcus diacetilactis cuenta con la diacetilo
reductasa NAD (P)H-dependiente® y, en nuestra opinién, con otro enzima no
conocido hasta ahora que cataliza la reaccién butilenglicol deshidrogenasa aceptando
NADH y NADPH. S. liquefaciens opera con la diacetilo(aceotoina) reductasa* y la
diacetilo reductasa especifica para el NADPH. Finalmente, proponemos que en L.
citrovorum actdian la diacetilo(acetoina) reductasa y la L-glicol dehidrogenasa,

Por otra parte, el comportamiento de estos enzimas frente a los efectores
probados es muy diverso. La diacetilo reductasa NADH-dependiente es inducida por
el piruvato, la acetoina y, aunque no siempre de forma tan clara, por el citrato, el
butilenglicol y el diacetilo, confirmando, en lo que hace referencia a los dos 4cidos
organicos, los resultados obtenidos por otros autores* ?, sobre los que podrian existir
dudas por la insuficiencia de datos de especificidad para clasificar correctamente los
enzimas implicados. La dependiente del NAD (P)H no ha podido ser inducida y es,
ademads, fuertemente reprimida por el diacetilo, lo que la diferencia claramente de la
anterior en contra de su inclusién en la Lista de Enzimas de la I.U.B. con una entrada
comiin para ambas®. La diacetilo reductasa especifica para el NADPH no se ha visto
inducida por ninguno de los compuestos utilizados; en L. plantarum fue reprimida
por el citrato, pero muy ligeramente. La glicol deshidrogenasa, de ser éste el enzima
que cataliza las dos reacciones NADPH-dependientes en L. citrovorum, se induce por
el piruvato, el butilenglicol y, tal vez, por la acetoina y es reprimida por el citrato. El
diacetilo induce una de las dos butilenglicol deshidrogenasas especificas para el
NADH vy el piruvato la reprime; la otra no se ve modificada por ninguno de los
efectores. La butilénglicol deshidrogenasa dependiente del NADPH es inducida por el
citrato, el butilenglicol, la acetoina, el diacetilo y, al menos en L. plantarum, por el
piruvato, y la que acepta también el NADH parece ser afectada sélo por el citrato,
que la reprime. Finalmente, nuestros resultados confirman que la diacetilo
(acetoina) reductasa es inducida ligeramente por el piruvato* !5 y ponen también de
manifiesto que el diacetilo, si bien en escasa cuantia, provoca su represién. Es
bastante inesperado que el mismo compuesto ejerza en unos casos acciones contra-
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rias a las que produce en otros, puesto que, en principio todos estos enzimas deberian
cumplir el mismo papel biolégico, pero, aun no disponiendo de explicacién para este
fenémeno, los datos obtenidos son, en muchos casos, concluyentes.

Resulta evidente que en medio de esta situacién tan compleja no cabe proponer
normas de actuacién concretas para controlar el catabolismo del diacetilo por este
camino: en cada caso deben efectuarse las experiencias previas oportunas para
conocer el comportamiento de la cepa que va a ser empleada. Sf es posible, en
cambio, efectuar algunas recomendaciones de caracter general: Si se pretende
retrasar la eliminacién de diacetilo, los mis aconsejables, entre los efectores
ensayados, para llevar a cabo las necesarias pruebas piloto son el citrato, que reprime
tres de los enzimas implicados en su reduccién (la butilenglicol deshidrogenasa
NAD (P)H-dependiente, la diacetilo reductasa ligada al NADPH y la glicol deshidro-
genasa), y el diacetilo, que lo hace con dos de ellos [la diacetilo (acetoina) reductasa
y la diacetilo reductasa inespecifica para el coenzima]; tanto uno como el otro
compuesto puede inducir la sintesis de varias de las demds deshidrogenasas de esta
ruta, por lo que su adicién a los medios de cultivo para reforzar la accién de los
stirters serd en algunos casos contraproducente. Si se trata de acelerar la
desaparicién del diacetilo del medio, conviene intentar la induccién con piruvato,
butilenglicol o acetoina. Los dos tltimos son los Gnicos entre los compuestos
probados que no han ejercido efectos represores en ninguno de los casos, aunque,
naturalmente, no resultaron siempre eficaces. La accién inductora de estos
compuestos sobre la butilenglicol deshidrogenasa especifica para el NADPH, la
diacetilo reductasa NADH-dependiente y la glicol deshidrogenasa podria tener
relacién con la posible participacién de estos enzimas en el aprovechamiento del
butilenglicol del medio como fuente de carbono por ciertos microorganismos, que

requiere su oxidacién previa a acetoina y diacetilo™ 10-11.14,

RESUMEN
L. citrovorum dispone de actividades basales diacetilo reductasa y butilenglicol
deshidrogenasa, especialmente altas en presencia de NADH, que pueden ser
inducidas por el piruvato y, menos claramente, por el butilenglicol y la acetoinay se
ven reprimidas por el citrato. Se propone que la capacidad de este microorganismo de
reducir el diacetilo a butilenglicol es debida a la diacetilo(acetoina) reductasa y a la
L-glicol deshidrogenasa.

INDUCTION AND REPRESSION OF THE ENZYMES
WHICH CATALYZE THE REDUCTIVE CATABOLISM OF DIACETYL
IN LACTIC BACTERIA: (lll) LEUCONOSTOC CITROVORUM

SUMMARY

High constitutive diacetyl reductase and butyleneglycol dehydrogenase activities,
specially strong when measured in the pressence of NADH, have been detected in
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L. citrovorum; they can be induced by pyruvate and, in a lower degree, by
butyleneglycol and acetoin, and they are repressed by citrate. It is proposed lha; the
ability of this organism to reduce diacetyl to butyleneglycol is due to L.glyeal
dehydrogenase and diacetyl(acetoin) reductase.
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EXTRACTOS DE TRABAJOS PUBLICADOS
EN OTRAS REVISTAS

«Interacciones de cefalosporinas y penicilinas con fases estacionarias no

polares de octadecil-silica». (Interactions of cephalosporins and penicillins

with nonpolar octadecylsilyl stationary phase.)
F. SALTO, J. G. PRIETO y M. T. ALEMANY. Citedra de quimica. Departamento

Interfacultativo de Bioquimica. Facultades de Biologia y Veterinaria.
Journal of Pharmaceutical Sciences 69/5, 501-506 (1980).

RESUMEN

Se han determinado los factores de capacidad de varias penicilinas y cefalos-
porinas, asi como de los dcidos 7-aminocefalosporanico, 7-aminodesacetoxicefalos-
poranicos y 6-aminopenicildnico; a pH variable entre 2,5y 7,5 y con diferentes
contenidos en metanol de la fase mévil. También hemos estudiado la influencia dela
fuerza iénica sobre los factores de capacidad. Se han deducido ecuaciones teéricas
para describir cuantitativamente la influencia del pH de la fase mévil sobre la
retencién de penicilinas y cefalosporinas sobre la fase estacionaria de actadecilsilica.
El ajuste de los datos experimentales se ha hecho mediante minimos cuadrados no

lineales, habiéndose determinado los factores de capacidad de las formas aniénicas,

catiénicas, zwitterién e indisociadas de las diferentes sustancias estudiadas.

SUMMARY

The capacity factors of several penicillins and cephalosporins, as well as those of
7-aminocephalosporanic acid, 6-aminopenicillanic acid, and 7-aminodeacetoxycepha-
losporanic acid, were determined at pH 2.5-7.5 with different methanol concentra-
tions in the mobile phase. The influence of ionic strength on activity factors also was
studied. Some theoretical equations providing a quantitative description of the
influence of the mobile phase pH on the retention of penicillins and caphalosporins
by an octadecylsilyl stationary phase were established. The analysis of experimental
data by a nonlinear least-squares fit to theoretically deduced equations permitted
determination of the capacity factors of anionic, cationic, zwitterion, and undisso-

ciated forms of the substances studied.
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