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INTRODUCCION

Los enzimas del metabolismo de la acetoina y el butilénglicol parecen ser
estereoespecificos en la mayor parte, si no en todos, los sistemas biolégi-
cos! 368 Las bacterias producen generalmente D(-)-acetoina a partir del
piruvato®, mientras que datos obtenidos en nuestro laboratorio ponen de mani-
fiesto que los tejidos animales, o al menos algunos de ellos, sintetizan la forma
L(+). En cuanto al 2,3-butanodiol, algunos microorganismos producen exclusi-
vamente la forma D(-), otros la L(+) y. finalmente, otros mezclas de unay otra
con la forma meso®; los tejidos animales disponen de un enzima, la L-glicol
deshidrogenasa, que reduce la L-acetoina a L-butanodiol y la D-acetoina a
meso-butilénglicol .

Dado que el isémero no- utilizado por un enzima estereoespecifico suele
comportarse como inhibidor de via muerta del mismo, los estudios relaciona-
dos con el funcionamiento de estas rutas metabélicas deberian ser efectuados
haciendo uso de las correspondientes formas estéricas. Tales estudios no
suelen realizarse de este modo por la inexistencia en el mercado de los
isémeros pertinentes y las grandes dificultades con que se tropieza para su
purificacién a partir de mezclas racémicas o su sintesis quimica. En el pre-
sente articulo se describe un método enzimético para la obtencién de L(+)-
acetoina, de facil realizacién y que no requiere material especializado.

MATERIAL Y METODOS

El Sephadex G-10 fue obtenido de Pharmacia Fine Chemicals. El NADH
(Sigma, Grado III) fue purificado por lavado con metanol/éter siguiendo el

An. Fac. Vet. Leén, 1980, 26, 159-163.

- 159 -



método de DALZIEL? y el diacetilo por destilacién fraccionada en una columna
Hempel, recogiendo la fraccién que destila entre 88 y 89°C a 760 mm Hg. El
éter etilico fue deshidratado con alambre de sodio y liberado de peréxidos por
destilacién sobre hierro reducido.

Las determinaciones de la suma de acetoina y diacetilo se efectuaron por
el método de WESTERFELD®. Las de diacetilo, por el de Owades y Jakovac,
siguiendo la descripcién del mismo efectuada por PACK y col.7 y las de ace-
toina, por el método de FUERTES y col.5. El NADH se determiné por su
extincién a 340 nm y la proteina por su absorbancia a 280 nm. La rotacién
optica de la L-acetoina obtenida se midié en un electropolarimetro Perkin
Elmer 241.

La sintesis enzimatica de L-acetoina se llevé a cabo con diacetilo reduc-
tasa de higado de bévido, tras comprobarse que reduce el diacetilo a la forma
L(+) de aquélla sin posterior transformacién a butanodiol. Las preparaciones
utilizadas corresponden a la etapa 2 del proceso de purificacién del enzima
descrito por BURGOS y MARTINZ.

RESULTADOS

Sintesis

En un vial con tapén ficilmente perforable, se incubaron a temperatura
ambiente 0,16 ml de diacetilo, 1,2 g de NADH y 6.000 unidades de diacetilo
reductasa de higado de bévido en 12 ml de tampén fosfato bisédico monopota-
sico 0,5M de pH 6. La marcha de la reaccién se siguié comprobando periédi-
camente e] consumo de NADH por la extincién a 340 nm. Cuando la estabili-
zacién de la absorbancia a esa longitud de onda puso de manifiesto que la
reaccion se habia detenido, se anadieron otros 0,16 ml de diacetilo y 1,2 g mds
de NADH. Se dej6é nuevamente transcurrir la reaccién hasta detenerse, se
afadié por segunda vez diacetilo y NADH en las mismas cantidades y se
prolongé la incubacién hasta estabilizarse la absorbancia a 340 nm.

Se obtuvieron asi en torno a 250 mg de L(+)-acetoina, impurificada con
aproximadamente 120 mg de diacetilo, 40 mg de proteina, 1,2 g de NADH y,
por diferencia con el coenzima afadido, 2,4 g de NAD. Volumen al término de
la incubacién, unos 12 ml.

Eliminacién de las impurezas de proteina y NADINADH

Las mezclas de incubacién se cromatografiaron en una columna de 5 X 50
cm de Sephadex G-10, utilizando como eluyente agua destilada y recogiendo
las fracciones (de 20 ml) que dan reaccién positiva frente al método de
WESTERFELD?, excepto las 2-3 primeras que suelen encontrarse demasiado
contaminadas con NAD/NADH. Las experiencias piloto efectuadas pusieron
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de manifiesto que. tras esta etapa. se elimina practicamente la totalidad de la
proteina y hasta el 99 % de los coenzimas, recogiéndose del orden del 90-95 %
de la acetoina y el diacetilo en un volumen total de 140-160 ml.

Concentracion

La L(+)-acetoina en los eluatos de las cromatografias en Sephadex G-10
fue extraida cinco veces con dos volimenes de éter. El éter se evapord luego
en un Rotovapor a 25°C y 120 mm Hg. con lo que se obtuvo un residuo de 8-10
ml de agua conteniendo hacia 200 mg de I.-acetoina, con unos 40-80 mg de
diacetilo, 5 mg de NAD/NADH y priacticamente exenta de proteina. La adicién
de agua hasta 30 ml y la repeticion de esta etapa deja reducida la contamina-
cion con NAD/NADH a unos 0,25 mg, reteniendo hacia el 94 % de la acetoina;
volumen final, unos 2 ml.

Eliminacion de las impurezas de diacetilo

El diacetilo contenido en las preparaciones fue eliminado casi en su
totalidad por burbujeo de nitrégeno (100-150 ml/min) a 24°C durante 90 min.
Esta operacién permitié reducir las impurezas de diacetilo a no mas de 5-7 mg,
sin pérdidas aparentes de L(+)-acetoina.

Rendimiento del método y rotacién dptica especifica
de la acetoina producida

A partir de 460 mg de diacetilo se obtuvieron, en las distintas experiencias
efectuadas, entre 185-200 mg de acetoina, lo que equivale a un rendimiento de
alrededor de un 40 %, con un (2)3) medio de la acetoina de + 225°.

DISCUSION

El método que se propone permite obtener, con un rendimiento muy
aceptable, disoluciones concentradas de L(+)-acetoina de un grado de purez.a
elevada si se compara con lag que suele conseguirse en la sintesis df:-’est’ere.on-
someros de otros compuestos semejantes. Por otra parte, la rotacién ’opnca
especifica de la acetoina obtenida es aproximadamente igual a la mas ’alta
hasta ahora descrita para el isémero L de este compuesto (226,4 * 20,5; veas.e
ref."), lo que pone de manifiesto que debe hallarse muy poco o nada contami-
nada con la forma D. Como inconvenientes del método cabe citar que no es
ficilmente adaptable a la obtencién de grandes cantidades de producto y que
resulta relativamente caro, principalmente por la necesidad de utilizar NADH
en proporciones elevadas en relacién con la acetoina producida; este inconve-

- 161 -



niente queda, en gran parte, paliado utilizando preparaciones de NADH de
baja calidad y purificindolas por lavado con metanol/éters,

Para el desarrollo de este método se han probado también otros procedi-
mientos alternativos de incubacién, purificacién y concentracién. En la etapa
de purificacién resultan bastante criticos el pH y la molaridad del tampén para
conseguir una buena estabilidad del enzima y una velocidad de reaccién
elevada. Para la eliminacién de la proteina y el NADH se ha ensayado su
precipitacién con disolventes orginicos (mezclas de metanol/éter), lo que pre-
senté el inconveniente de arrastrar en el precipitado una gran parte de la
acetoina. Se ha intentado también efectuar la concentracién por congelacién
pero, dada la baja molaridad de solutos en los eluatos de las cromatografias en
Sephadex, el descenso en el punto crioscépico es escaso y el proceso resulta,
en consecuencia, dificil de controlar. Se ha tratado asimismo de concertar las
disoluciones de acetoina por liofilizacién; sin embargo, no fue posible encon-
trar condiciones de presién y temperatura de trabajo que permitieran sublimar
el agua sin que pasase gran parte de la acetoina a la fase gaseosa. Finalmente,
se ha intentado mejorar la eliminacién del diacetilo de las preparaciones
elevando la temperatura durante el burbujeo de nitrégeno, pero incluso a 65°C
no se ha apreciado mejora sustancial alguna en el resultado de la operacién.

RESUMEN

Se describe un método para la obtencién de L(+)-acetoina con un elevado
grado de pureza y un rendimiento en torno al 40 %. El citado método se basa
en la sintesis de L-acetoina por reduccién de diacetilo con diacetilo reductasa
de higado de bévido y en su purificacién y concentracién por cromatografia en
Shepadex G-10, extraccién con éter seguida de evaporacién a vacio del disol-
vente y eliminacién de los restos de diacetilo por burbujeo de nitrégeno a 25°C.

L(+)-ACETOIN PREPARATION BY ENZYMATIC SYNTHESIS

SUMMARY

A procedure which allows to obtain very pure L(+)-acetoin is described.
The method is based upon diacetyl reduction by bovine liver diacetyl reduc-
tase followed by Sephadex G-10 purification, ethyl ether extraction, evapora-
tion of the solvent under vacuum and elimination of diacetyl residues by
bubling nitrogen at 25°C. The yield of the procedure lies around 40 %.
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