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CAPITULO I
INTRODUCCION

La acetoina (acetil-metil-carbinol, AMC) y el diacetilo (2-3 butanediona) son compuestos
ceténicos de cuatro Atomos de carbono, que proceden del metabolismo anaeribico del piruvato
en los sistemas biolégicos. Ambos compuestos se encuentran muy difundidos entre levaduras y
bacterias, en las que, en algunos casos, llegan a ser productos mayoritarios de la fermentacién de
los hidratos de carbono (véase v.g. FrRateuRr, 1950; De LEv, 1959},

Se conocen pocos datos concretos acerca de la distribucién del acetilmetilcarbinol y el diace-
tilo en el reino animal, aitn cuando ya hacia 1930 habian sido identificados como constituyentes
menores de la orina humana y de la sangre de los animales superiores (ScumaLruss, 1930;
Lemoicne y MoncuitLon, 1930; ScumaLruss y col., 1931). La concentracién fisiolégica de AMC
y diacetilo en la sangve deaves y mamiferos se calcula en alrededor de 10 fn |LeMoiCNE ¥
MoncuiLLon, 1930; ScHmaLFuss ¥ col., 1934; WESTERFELD, 1945; Dawson y HuwLin, 1954 a y b;
GABRIEL y col., 1971), aunque los valores obtenidos por los distinlos autores son bastante variables.

El significado biolégico de la sintesis de estos compueslos en los tejidos animales no ha sido
aclarado. Se ha propueste que, en las bacterias, la producidn de acetolna servirfa para controlar
el pH externo desvizndo el metabolismo de la glucosa hacia la formacién de preductos neutros
en lugar de dcidos (GALE, 1948) y, mds recientemente, HARvEY y CoLLins (1963} han sefialado
fque actda como mecanismo de detoxicacién para retirar el exceso de piruvato intracelular en los
raros casos en que se forma mds piruvato del que es utilizado en otras rutas prioritarias, como
cuando se incuban los microorganismos en medios ricos en citrato. Sin embargo, es dudoso que
estas hipétesis formuladas para los microorganismos sean vilidas en los tejidos animales, que
disponen de otros sistemas de regulacién del pH miés eficaces y menos costosos y en los que la
formacidn de dcido pirivico estd més sujela al control metabdlico.

I.1. BiosINTESIS DE ACETOINA Y DIACETILO

En general la acetoina y el diacetilo derivan en los sistemas biolgicos del piruvato; se ha
descrito que algunos tejidos animales y vegetales pueden sintetizar también estos compuesios a
partir del acetaldehido (GReewn y col., 1942; Singer y Pensky, 1952), pero con mayor lentitud.
Durante algin tiempo ha side frecuente considerar como precursores del AMC y ¢l diacetilo al
citrato y a las hexosas, cuya adicién a los medios de cultivo estimula la sintesis microbiana de
estos productos, pero este efecto se considera hoy debido & su capacidad de actuar como pre-
cursores del piruvato,

La formacién de acetofna y/o diacetilo tiene lugar mediante reacciones de condensacién
del acetaldehido activade, un intermediario, que procede de la descarboxilacién del piruvato en
presencia de pirofosfzte de tiamina. Se han descrito tres mecanismos de sintesis de estos com-
puestos: a) Produccién de acetolactato por condensacién de piruvato y acetaldehido activado y
descarboxilacién del mismo a acetoina o diacetilo; b) condensacién de acetaldehido activado y
acetaldehido libre, con formacién de acetofna; ¢) condensacién de acetilcoenzima-A con acetal
dehido activo, dando diacetilo y, por reduccién enzimitica de éste, acetilmetilcarbinol.

L11. Sintesis por condensaciin de acetaldehido vy piruvato

La formacion de aceloina por esta via —que opera en la mayor parte de las bacterias anaero-
bias facultativas y en algunas levaduras— fue demostrada por primera vez por Jusi (1952, a) en
extractos de Aerobacter aerogenes y otras bacterias, Segin el citado autor, la sintesis se efecttia
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en dos etapas: a) condensacion ‘de acetaldehido active y pinuvato, dando lugar a la produccién
de dcido acetoldctico v b) descarboxilacitn del acetatolactato a acetofna,

La primera de estas etppas estd catalizada por el sistema enzimético piruvato oxidasa, re-
quiere la presencia de pirofosfato de tiamina —cocarboxilasa, difosfatiamina, TPP 0 DPT—y es
activada por iones magnesio. La reaccién constn de los siguientes pasos (Horzer y Beaucame,
1961; Kramrirz y col., 1961):

Una molécule de dcido pirdvice se une al carbono 2 del anillo tiazélico del pirofosfato de
tiamina, formande un primer intermediario, el piruvato activado o @ -lactil-2-pirofosfato de tiamina

{Ec. L.L}.

(Ec.1.1.)
+ 4
CH3—C=0 —N — C ~ R HO —N — C — R
[ + I 1 [ 1 g
COOH HC\S/C - CH;— C ——— C\S/

El piruvato activado, que es muy inestable se descarboxila rdpidamente, dando lugar a
& -hidroxietil-2-pirofosfato de tiamina (acetaldehido activadeo o acetaldehido-TPP) (Ec.1.2.).

(Ee. 1.2.)

+
HO —N — C — R H? ~N —C — R
I ! I i
CHy —C——C C »CH3—C ——C. C + COs
0OH

A partir del acetaldehide activo formade se produce dcido @ -acetoldctico por una reaccion
de condensacién aciléica con el piruvato preexistente. El grupe acetaldehido es transferido al
acido pirivico, para dar pirofosfato de tiamina libre y acetolactato (Ee.1.3.).

(Ee. 1.3.).

+
CH; HOI ~-N — C — R CH,
[ I 0
C=0 + CH;—(.E-—— C c ———— HOOC — COH + TPP

\Sf“'
C=0
u,

En una segunda etapa, el dcido acetoldctico se descarboxila a acetoina, mediante una reac-
cién enzimdtica activada por los iones manganeso (Ec. [.4.).

|
COOH H

(Ec.14.).
CHy CHy

HOOC—C—0OH —_— C'IHOH + CC.
| =0 C=0
CHI Ha

Esta reaccién estd catalizada por la acetolactato descarboxilasa o 2-acetolactato carboxilinsa
(Ec. 4.1.1.5.) un enzima bastante frecuente entre las bacterias, que parece ser muy especifico para
¢l isdmero dextrorrotatorio del cido @-acetoldctico, fo que subraya la importancia biolégica de
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la sintesis de acetilmetilearbinel: Junt (1952, a) ha demostrado que la acetolactato descarboxi-
lasa no actiia sobre el piruvalo, acetoacetato u oxaloacelato y sus resultados indican también que
este enzima no s sintetizado por los microorganismos que no producen AMC,

El acetolactato puede transformarse también en diacetilo por un procese espontdneo, cuyo
jnecanismo no es conocido. La participacién del acetolactato en la sintesis de butanodiona, ya
conocida desde hace algin tiempo (véase v.g. D& Man, 1959; Seirrz y col,, 1963a} fue rechazada
por CoLLINS y su grupo (Speckman y CoLLins, 1968; CHuanc y CorLins 1968) al descubrir un
nuevo mecanismo de produccién de diacetilo (véase apartado 1.1.3.), atribuyendo las conclusiones
en sentido contrario de otros autores a dificultades en los métodos de determinacién. Sin embargo,
SuoMALAINEN y RonkarNen (1968) han demostrado la conversion espontinea del dcido acetoldc.
tico y su ester etilico en diacetilo, utilizandoe técnicas de cromatografia gaseosa, que son las mis
sensibles y especificas conocidas hasta el momento.

- Es dificil apreciar la importancia relativa de esta via, respecto al mecanismo de CoLLINns,
pero se conocen algunas pruebas indirectas que sefialan que en algunos microorganismos la ma-
yor parte del diacetilo procede del acetolactato, por descarboxilacién espontédnea:

a} SuoMALAINEN y RonkaiNen (1968) han demostrado que «in vitros, el aumento de la
temperatura de incubacién y el descenso en el pH don lugar a un incremento en la velocidad de
conversion del dcido acetoldctico en diacetilo; estos mismos efectos también se observaron sobre
la sintesis de diacetilo por levaduras de panaderia.

b) La valina, que inhibe por retroinhibicién la formacién de dcido acetoldctico {MAGEE ¥
De RoBicHON-SZULMAJSTER, 1968) inhibe asimismo la produccién de diacetilo en diversas es-
pecies de levaduras (Owanks y col., 1959; Portro, 1966; Cnuanc y CoLLins, 1968).

Estos datos son insuficientes para decidir si la viz principal de sintesis de butanodiona es
la descarboxilacién espontinea del acetatolactato, perc suponen un valioso argumento en favor
de que esta ruta funciona realmente en Jos sistemas biolégicos.

1.12. Sintesis de acetofna por condensacidn de acetaldehido libre y acetaldehide activado

La mayor parie de las levaduras y los tejidos animales no utilizan el acetolactato como in-
termediario en la sintesis de acetoina (Juni 1961) que se produce por condensacién de acetal-
dehido activo y acetaldehido libre (Junt y Hevm, 1955). Este mismo mecanismo opera lambién
en algunos tejidos vegetales (Sincen y PEnsky, 1952) y bacterias (Pseudomonas; {De Lev, 1959;
S. diacetilactis 1816; SEITZ y col., 1963, a); E. coli (CHuanc y CoLLINs, 1968).

La reaccién de condensacion entre ¢l aldehido acético libre y el activado por el pirofosfato
de tiamina esté catalizada por la piruvato descarboxilasa ( & -carboxilasa o 2-oxcécido ecarboxi-
liasa, (E¢. 4.1.1.1.), un enzima TPP-dependiente, que utiliza como activadores jones metdlicos
divalentes, Al igual que el sistema piruvato oxidasa, la & -carboxilasa cataliza la descarboxila-
cién del piruvato a acetaldehide activo, siguiendo los mismos pasos yn descritos en el aparta-
do I.LL: el écido piriivico se une al carbono 2 del anillo tiazilico del pirofosiato de tiamina,
dando lugar a un compueste muy labil, vla -lactil-2.-TPP o piruvalo activado {Ec. L.1. pag. 37),
que répidamente se descarboxila aa -hidroaietil-2-TPP o acetaldehido activade (Ec. 1.2, pdg. 37).

El acetaldehido-TPP puede seguir varios caminos, entre ellos ceder el grupo activador y
pasar a aldehido acético libre (Ec. 1.5.).

(Ec.15.)
+ +
HO —N — C — R CHs —N — C — R
| I n | 1 I
CHp—C ——¢C C C=0 + H —C C
: | Ng” I 5 <
H H

Si el acetaldehido libre se condensa con el activado, se produce acetoing, segiin la ecuacién
1.6. Esta reaccion estd catalizada también por la u -carboxilasa.
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(Ec.1.6))

+ +
H —~N — C — R CHj CH,4 —N — C — R
CH, ('1. C": (|: 0 (I:Ho : :
| ~Ng” | =y e L C\S/c
H H (f:o
CH,4

La piruvato descarboxilasa, que es un enzima muy abundante en la naturaleza, parece tener
distintas propiedades en los diferentes sistemas biologicos. Juni (1961}, que ha estudiado el me-
canismo de accién de la o -carboxilase con preparaciones de levaduras de panaderos, ha pro.
puesto que opera siguiendo un esquema de dos puntos (fig. 1):

El piruvate activado ( @-lactil-2.TPP) se fija en el punto (1), estableciendo dos enlaces, uno
por el carbono ¢ y otro por el del grupo carboxile {pase A). Tras descarboxilarse el piruvato
activadao, el resto de la molécula ( a-hidroxietil-2.-TPP o acetaldehido activado) queda unido al
punto (1) sdlo por el carbono del grupo carboxilo (paso B) y puede ser transferido al punto (2)
{paso C); esta translerencia es irreversible. En el punio {2) el acetaldehido activo se disocia
reversiblemente en aldehido acético libre y TPP {paso D). La produccién de acetoina se debe a
la condensacion del acetaldehido libre con ¢l acetaldehido activo, que esta ligado en el punto (1)
y no con el unido al punte (2).

El mecanismo propuesto por Juni implica que el destino del acetaldehido-TPP quedn ya
definide en el punto (1): si se condensa aquf con el aldehido acético libre, dara lugar a la produc-
cién de AMC; si no lo hace, serd transferide irreversiblemente al punte (2) y pasard & formar
acetaldehido y TPP, Lo que predice que la presencia de piruvalo en ¢l medio de reaccién es im-
prescindible paru la sintesis de acetolna; el aldehido acético libre podria actuar como precursor
parcial de esta sintesis, pero no como precursor exclusivo, puesto que aunque se forme acetal-
dehido-TPP en el punto (2) no puede ser transleride al punto (1), el tinico ¢n que se efectiia
la reaccién de condensacién que da lugar a la formacién de acetilmetilearbinol.

Junt ha confirmado experimentalmente que las preparaciones de levadura de panaderos no
catalizan la produccién de AMC a partir solamente de acetaldehido libre y pirofosfato de tiamina,
pero, aunque ¢l mecanisme de dos puntos se acepta en lineas generales, este efecto ha de ser
debido a la incapacidad de sintetizar aldehide acético active del libre méds que a la de transfe-
rir el acetaldehido-TPP al punto (1), puesto que Hortzer vy Beaucamr (1961) han demostrado
que &f ge produce acetoina por incubacién de acetaldehido libre y activado en presencia del epzima,

La piruvalo descarboxilasa de tejidos animales, en cambio, puede utilizar el aldehido acético
como inico precursor en la produccién de acetilmetilcarbinol (Green y col., 1942), si bien con
mayor lentitud gue el piruvato. La actividad enzimética depende de la presencia de TPP, efec-
tiandose la sintesis por activacién del acetaldehido libre y condensacién de éste con el acetal-
dehido activo formado (GREEN y col., 1942; Junt y Heym, 1956. Véase apartado [.2,), Algunos
tejidos vegetales también pueden producir acetoina con acetaldehido como precursor tinico
(SiNGER ¥ PENSKY, 1952), probablemente por este mismo mecanismo.

La via que se ha deserito da lugar a la sintesis de AMC, pero no de diacetilo. Se ha postu-
lado que podria formarse por oxidacién de la acctoina (Seseck y RanoLess, 1952), pero MICHAE-
LianN y Hammer (1936) y posteriormente Portno (1966), Sreckman y CoLiins (1968) y Ciuane
y CorLins (1968) han estudiado esta posibilidad en gran nimero de especies de bacterias y le-
vaduras, concluyendo que la acetofna no se oxida «in vivor a diacetilo.

1.1.3. Sintesis por condensacidn de acetaldehido activo y acetil-coenzima-A

Serckman y Cotlins (1968), estudiando la formacién de AMC y diacetilo por Leuconostoc
citravorum y Streptococcus diacetilactis, comprobaron que éstos utilizaban simultdneamente dos
vias de sfntesis. Ambos microorganismos producian acetofna y diacetilo a partir del piruvato, pero
sus extractos dializades y tratados con resinas de intercambio iénico sélo sintetizaban acetoina,
demostrando que el AMC procedia de la descarboxilacién enzimética del 4cido acetolictico
{vénse apartado 1.1.1.).
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Figura L—Esquema de un mecanismo de dos puntos para la & -carboxilasa de levaduras
(Juxi, 1961).

El diacetilo formado por los extractos no dializados no era producide por oxidacién de la
acetoina ni por descarboxilacién del acetolactato, como se comprobé per incubacién en presencia
de estos substratos; por otra parte, las preparaciones dializadns y traladas con resinas cambia-
doras de iones recuperaban su capacidad de sintetizar diacetilo al afiadir acetilcoenzima A a la
mezela de reaccion.

Estos resultados hicieron suponer que el diacetilo se producia por condensacién de acetal
dehido activo y acetil-CoA, lo que se confirmé en experiencias con acetilcoenzima-A marcada,
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La reaccién de condensacion estd catalizada por el piruvato descarboxilasa o @-carboxilasa
(SuomaLAINEN ¥ RoNkaINEN 1968) v, segiin Speckman y COLLINS, consta de las siguienies elapas
intermedias:

1) El acetaldehido activado, procedente de la descarbexilacién del piruvato en presencia
de TPP (ecuaciones L1. y L2, pégina 37), forma con el acetil.coenzima A un complejo de
acetaldehido-TPP-acetil CoA.

(Ec. 17.)
+ +

HO —N —¢C —R 0 HO—N — C — R
CHy— & c & + CHy— C cHy— et &
3—C ——C a—C_ —CH—C—C_ C
| Ns “s—cn S
H CHs — €— S—CoA

HO

2} De este complejo se libera coenzima-A.

(Ec. 1.8.)
+
HO —N —C—R
. Il 1]
HO —N ~C —R CH; — —C\
CH (I: (lZ : CH CII 0 F
a—C— ' AN
SN c
CHy —C—5 — CoA CoA—SH
HO
3) Disocidndose el resto en diacetilo y pirofosfato de tiamina (Eec. [.9.).
(Ee.1.9.)
+ +
OH —N ~C—R CH; —N—C—R
| 0 I | il I
CHy~C—C {C C=0 + H—C C
~
| | 5
CH;~C=0 ('] =0
CH,4

El diacetilo producido puede transformarse en acetoina por reduccién enzimétice catalizada
por la diacetilo reductasa {apartades 1.4. y 1.4.1.).

Hasta e] momento hay pocos datos acerca de la distribucién de esta via, pero CHUANC y
CoLrins (1968) han demostrade que opera en varias especies de bacterias y levaduras.

12, SINTESIS DE ACETOINA EN TEJIDOS ANIMALES

De las tres vias de sintesis de acetoina conocidas, la iinica que se ha comprobado que es
utilizada por los tejidos animales es la de condensacién de acetaldehido libre y activado, Green
y col. (1942) demostraron que los extractes de corazén de cerdo catalizaban la descarboxilacién
del piruvato y la produccién de AMC a partir de éste o del acetaldehido por algiin meeanismo
que no fue concretado; estas preparaciones actuaban también sobre otros « -oxodicidos, lo que
hace suponer que lz referida actividad enzimética correspondia a la 2-oxodcido-carboxiliasa
(Ec. 4.1.11.) o piruvato descarboxilasa. Posteriormente se observé que el dcido acetoldctico no
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participaba en ln sintesis de acetofna por las muestras de misculo cardiaco percino, oblenidas
pot el método de Green y colaboradores.

Para explicar estos resultades, Grexn (1952) propuso que el acetilmetilearbinol se {ormaba
por condensacion de dos unidades de acetaldehido aetivo ligadas cada una de ellas a una mo-
lécula de enzima, lo que parecfa concordante con el hecho de que la formacién de acetoina
requeria la presencia del grupo activador (pirofosfato de tiamina). Sin embargo, Jun1 y Hevm
(1956) sedalaron que el AMC procedia de la condensacién de aldehido acético libre y activado,
previa disociacion del acetaldehido-TPP a acetaldehido libre cuando la sintesis se efectia a
partir del piruvato. La tesis de estos autores se basa en los siguientes datos experimentales:

a) La velocidad de produccién de acetoina es funcidn lineal de la concentracién de enzima
en presencia de substratos y cofactores en exceso. En estas condiciones la velocidad deberin ser
proporcional al cuadrado de la concentracién enzimatica si se siguiese el mecanismo propucsto
por Gaeen, segin el cual han de condensarse dos complejos enzima-acetaldehido-TPP para que
se forme acetoina. El esquema de Junr y Hevm predice una relacidn linesl entre actividad y
concentracién enzimalica, ya que participa una sola molécula de enzima por cada molécula de
AMC sintetizada,

b) Durante la descarboxilacién del dcido pirdvico se produce acetaldehido libre, lo que
pudo ser comprobade por destilacién en corriente de Nitrégeno y recogida en una solucién de
bisulfito sédico, Ademads, al retirar por destilacién el acetaldehido libre producide se observa
un descenso en la formacién de AMC equivalente en términos molares al aldehido acético eli-
minado.

Esto demuestra que el acetaldehido libre interviene en la reaccién, pero no como substrate
finico, en cuyo caso la sintesis de aceloina se veria reducida sélo en 1/2 del acetaldehido retirado.
Por otra parte la formacién de AMC, tanto a partir de piruvato como de acetaldehido, requiere
la presencia de pirofosfato de tiamina, lo que prueba que el otro participante en la reaccién es
el acetaldehido activo y se sigue la ecuacién L6. ( pig. 39).

Por lo que se sabe hasta el momento, los tejidos animales producen acetolactato por con-
densacion de acetaldehide activado y piruvate, pero no lo utilizan como intermediario de la for-
macién de acetoina —al menos directamente—, puesto que no tienen @ -acetolactato descarbo-
xilasa (Jum, 1952, b; Jumi vy Hevm, 1955). En cambio, sl disponen de al menos dos sistemas
enzimaticos que catalizan la formacion de acetilmetilcarbinol a partir de digcetilo (véanse apar-
tados [4. y 1.5.), la diacetilo muiasa (Green y col., 1947) y la diacetilo reductasa (Manrtin y
Burcos, 1970; GaBRrieL y col., 1971; Burcos y MarTtin, 1972) y, por tanto, también puede pro-
ceder de éste.

L3. SINTESIS DE DIACETILO EN TEJIDOS ANIMALES

No se conoce el mecanismo utilizado para Ia sintesis de diacetilo por los tejidos animales.
Incluso es posible que no sea formado en ellos y que el que pueda hallarse proceda del metabo-
lismo de la flora intestinal, ya que algunos de los microorganismos que la componen son buenos
productores de este compuesto, Este parece ser el origen normal, si se excluye la ingestién por
¢l hombre de bebidas alcohélicas, de la mayor parte del etanol presente en la sangre de la vena
porta de los mamfferos (Krens y Perkins, 1970} y podria serlo también del diacetilo e incluso
de la acetofna que, como ¢l etancl, son productos habituales de los gérmenes anaerchios facul-
tativos.

Sin embargo, a falta de confirmacién experimental, es de suponer que exista también una
sintesis tisular. En los tejidos animales se forma écido @ -acetoldclico y, aun cuando éste no sea
descarboxilado enzimaticamente a acetilmetilearbinol, por falla de la correspondiente acetolactato
descarboxilasa, es previsible que lo sea espontdneamente a diacetilo. Por otra parte, concurren
todos los factores necesarios para que opere la via de condensacién de acetilcoenzima-A y ace-
taldehido activado: piruvato descarboxilasa, pirofesfato de tiamina, dcido pirdvico y acetil-CoA.

I4, CATABOLISMO DEL DIACETILO Y LA ACETOINA

Aunque se ha comprobade que el acetilmetilcarbinol y el diacetilo se sitian en algunos
sistemas biclégicos entre los principales productos de la fermentacién de los azicares, se ha
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prestado poca atencién a su catabolismo. La conversién del diacetilo en acetoina y otros com-
puestos ¥ del AMC en butilénglicol (2-3 butanodiol) ha sido en cierta medida bien estudiada,
pero no asi la utilizacién de estos compuestos, a pesar de conocerse datos indicatives de que el
butanodiol, en apariencia producie final de la cadena, es metabolizado rdpidamente.

En las paginas siguientes se revisan los aspectos més interesantes de estos problemas.

14.1. Transformaciones del diacetilo: Reduccidn y dismutacion

El diacetilo puede reducirse a acetoina mediante una reaccién en la que el NADH actis
como donador de electrones, cuya estequiotnetria es la siguiente:

(Ec.1.10.)
CH;— (CO)s —CH; + NADH; — CH3 —CHOH—CO —CHj + NAD

La reaccién estd catalizada por la diacetilo reductasa (acetoina deshidrogenasa o acetoina:
NAD oxidoreductasa, (Ec. 1,1.1.5.) un enzima descrito inicialmente por STREcKeErR y Harary
(1954) en exiractos de Staphilococcus aureus y Aerobacter aerogenes que se ha comprobado
estd muy difundido entre las bacterias (SeiTz y col., 1963 a y b} y tejidos animales (MarTIN y
BurGos, 1970; MArtEN, 197]; GaBRIEL ¥ col, 1971).

Strecker y Harary demostraron que la diacetilo reductnsa de S. qureus opera irreversible-
mente y no activa la oxidacion del AMC a diacetilo ni aun actuando acoplada a otras reacciones
enziméticas que reoxidarian rdpidamente el NADH que pudiera formarse. Este resuliado dis-
crepa en cierto modo de las conclusiones publicadas anteriormente por SeBEck y RANDLESS
(1952) sobre el mecanismo de utilizacién del butilénglicol como fuente de energfa por bacterias
del género Pseudomonas, pero ha sido repetidamente confirmado en otros sistemas biolégicos
{Se1mz y col., 1963 a; Sreckman y Corrins, 1968; Cuuane y CoLrins, 1968; GABRIEL v col., 1971%;
Burcos y MARTIN, 1972). De ser cierto que estos microorganismos oxidan la acetoina a diacetilo
mol a mol, o la diacetilo reductasa no participa en la reaccién o de hacerlo ha de tratarse de una
especie enzimitica distinta de las hasta ahora descritas.

El diacetilo puede también transformarse en &cido acético y acetofna o diacetilmetilcarbi-
nol por una reaccién de dismutacién ohservada por primera vez por GrEEN y colaboradores
(1947} en el misculo pectoral del palomo. Una molécula de diacetilo reacciona con una de
agua y otra de pirofosfato de tiamina, dando lugar a la formacién de dcido acético y acetaldehido
activo.

(Ec. L11,)
CH: + +
s B
e 1| /é + H0 ————ns CHy—C—C C + COOH
H
CH,

El acewnldehido active puede seguir dos caminos: disociarse en pirofosfato de tiamina y
aldehido acético libre y condensarse con éste, dando lugar a acetoina (Ec. 1.5, y L6, pdgs. 38
39) o condensarse directamente con diacetilo y pasar a formar un nueve cetol, el discetilmetil-
carbinol (Ec. 1.12.). El balance entre estas dos vias depende de la concentracién de diacetilo en
¢l medio; si es baja, se dificulla su condensacién con el aldehfdo acético active y éste serd utili-
zado, en su mayor parte, para la sintesis de AMC; si es alta, la mayorfa del acetaldehido.TPP

*  GABRIEL y sus colzboradores (1971) han seiialade también que pueden detectarse peque-
fias cantidades de diacetilo formadas enziméticamente a partir de la acetefna en presencia de
metasulfato de fenazina y nitroazul de tetrazolio para reoxidar el NADH formado, NAD y un
extracto de polvo aceténico de higade de rata, pero la baja pureza de sus preparaciones intro-
duce un factor de inseguridad acerca de Ia participacién de la diacetilo reductasa en esta reaceidn.
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se condensaré con el diacetilo antes de poder disociarse a aldehido libre, con Jo que predomi-
naré la produccién de dincetil-metil-carbinol sobre Ia de acetoina.

(Ee. 1.12.)
CHy -
| HO wfc — RS
C=0 | 0 It
| F CHy—~C —— C C »
(l3=0 [ \S/
CHg .
Hy
iR i)
H—C C + HC—C~C — C—0H
g F
(8] CH;

Las reacciones de dismutacidon del diacetilo estan calalizadas por un enzima TPP-dependien-
te —denominade por GREEN y colaboradores diacetilo mutasa— que cataliza también la forma-
cién de acetolactato a partir del piruvate (ScHWEET y col., 1951; Juni y Heym, 1956) lo que de-
muestra que se trata de la piruvato oxidasa.

14.2. Transformaciones de la acetofna; reaccidn butilénglicol deshidrogenasa

El cataholismo de la acetoina suele estar asociado con una abundante produccién de bu-
tilénglicol. Se ha demostrado (Dotsy y WesteRrFELD, 1943) que el AMC y el propic butanodiol
pueden actuar como donadores de grupos acetilo en la acetilacién del dcido p-aminobenzdico y
que las dispersiones tisulares de rifién de conejo convierten parte del acetilmetilearbinol en ace-
tato y acetoacetato (DawsonN y Hurrin, 1954b), pero la cantidad de acetoina utilizada por estos
mecanismos es s6lo una pequefia fraccién del total metabolizado.

La conversi6én de la acetoina en butilénglicol se efectiia por una reaccién de oxidorreduccién
semejante a la que da lugar a la formacién de AMC a partir del diacetilo: el grupo ceténico del
acetilmetilcarbinol es reducido a alcohol secundario por la transferencia de electrones desde
el NADH, que resulta oxidado a NAD (Ec. [.13.). Esta reaccién es reversible, aunque el equili-
brio es muy favorable al sentide AMC-butanediol.

(Ec.113.)

CH; CH,

| l
CHOH CHOH
I NADH NAD |
c=0 : CHOH
! |

CHy CH,

La reduccién de la acetoina scgin la ecoacién [.13. estd catalizada por la hutilénglicol
deshidrogenasa (BGDH é 2.3 butilénglicol: NAD oxidorreductasa, (Ec. 1.1.14.) que, como la
diacetilo reductasa, fue descrita por primera vez por STRECKER y Harary (1954) en extractos de
A. aerogenes y 5. aureus. Los mismos aulores comprobaron que, a pesar de Ja similitud existente
entre las dos reacciones, la reduccién del AMC y la del diacetilo estaban catalizadas por enzimas
distintos y parcialmenie separables por precipitaciéon con sulfato amdnice y sulfato de protamina
¥ por adsorcién en gel de fosfato céleico. "

Sin embargo, aiin es hoy objeto de conlroversia la posibilidad de que las actividades D. R. y
BGDH puedan corresponder a la misma especie enzimidtica, BRyn, HETLAND ¥ StormER (1971)

han coneluido —confirmando datos antericres respecto a la diacetilo reductasa y a la butiléngli-
col deshidrogenasa de origen bacteriano (Juni y Hevm, 1957)— que los dos enzimas son idénticos
en la cepa de Aerobacter aerogenes estudiada por ellos, al observar un cociente aproximadamente
constante en las distintas etapas de un sistema de purificacién que permite multiplicar la acti-
vidad especifica original, por un factor de 124. Las preparaciones de Bryn y colaboradores
parecen electroforéticamente puras, pero es de lamentar que no se haya demostrado la coinci-
dencia entre migracién de proteina y actividad, ni se ofrezca un estudio estadistico para com-
probar si las diferencias apreciadas en la relacién D.R./BGDH & lo largo del proceso de puri-
ficacién pueden ser debidas a errores experimentales o tienen algin significado.

En cualquier caso, una conclusién positiva tiene més valor que una negativa en el problema
que nos ocupa, puesto que el hecho de no conseguir separar dos enzimas por un métedo de
aislamiento determinado no excluye que sean distintos, Se considera, por tanto, que la diacetilo
reductasa y la butilénglicol deshidrogenasa son especies enzimdticas diferentes, aunque no se
descarta que pueda existir un tercer enzima, al que estén asocizdos las dos actividades cataliticas.

ManTIn y Buncos {1970} han detectado Ja presencia de BGDH en tejidos animales, posterior-
mente confirmada por GABRIEL y sus colaboradores (1971} en higado de rata. Por lo que se
sabe hasta ¢l momento {GaBmEL y col, 1971; Bunrcos y Martin, 1972), este enzima y la dia-
cetilo reductasa estén claramente diferenciados en los mamiferos (véase apartado 1.5.).

143. Utilizacion del diacetilo, la acetoina y el butilénglicol: ciclo de butanodiol

Se conoce muy poco respecto a los mecanismos de utilizacién biolgica de estos compuestos,
a pesar de existir datos demostrativos de que son consumides. En los tejidos animales el diacetilo
puede ser aprovechado, al menes en parte, por la reaccién de dismutacién descrita en el
apartado 1.4.1,, uno de cuyos productes es el 4cido acético; es de suponer que esta misma reac-
cién opere también en otros sistemas biolégicos, puesto que el enzima que la cataliza, la piruvate
oxidasa, se encuentra muy difundido también en bacterias y levaduras. Respecto a la acetoina
y el builénglicol, Dawson y Hurin (1954 a), completande experiencias anteriores (GREENBERG,
1943; WesTERFELD ¥ BEnG, 1943) han demostrade que, tras ser inyectados por via intravenosa,
su nivel sanguineo desciende répidamenie y en mucha mayor proporcién de lo que cabria ex-
plicar por excrecién urinaria, lo que permite suponer que de algin modo son metabolizados.

Algunos microorganismos, entre ellos Micrococcus ureae, Pseudomonas aeruginosa y Pseu-
domonas fluorescens, crecen en medios que contienen AMC y butanodiol como inica fuente de
energia. Junt y HeEyn (1955) han propuesto que estos compuestos y el diacetilo son utilizades
mediante una ruta ciclica que consta de las siguientes etapas:

a} Oxidacién del butilénglicol a acetoina acoplada a la reduccion de NAD a NADH
{Ec. 113, pag. 44).

b) Oxidacién de la acetoina a diacetilo.

¢) Dismutacién del diacetilo a diacetilmetilcarbinol y liberacién de una primera molécula
de acetato (ecuaciones [.11. y 1.12., pégs. 43 y 44).

d) Reduccion del diacetilmetilcarbinel a acetilbutanodiol, con oxidacion de NADH a NAD.

(Ec. L14.)

CHj;
Eo
H;C — C — (I:--OH + NADH; —m
5o by,
CHa
H-—(!:--OH
—-—-—'HnC—C—-CI._—OH + NAD
& &,
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e} Hidrélisis del acetilbutanodiol a &cide acétice y butilénglicol, con lo que el ciclo re-
comienza.

(Ec. L.15.)
CH, CHj
H—C—0H CHOH CH;
HC—C—C—0H + H:0 CHOH +  COOH
(“) Hj Ha

El resultado final del ciclo es que por cada melécula de butanodiol, AMC o diacetilo que
ingresa, se forman dos de acetalo, que puede incorporarse al ciclo de Krebs via acetilcoenzima-A
o acetaldehido.

Se ha comprobado que ciertas cepas de Ps. fluorescens y Ps. aeruginosa utilizan el butilén-
glicol transformédndolo en acetato y acetaldehido, previa oxidacién a acetoina y diacetilo como
intermediarios (SeBeck y RanpLess, 1952), al parecer siguiendo el mecanismo que se representa
en la figura 2.

CHy — CHOH — CHOH — CH;

(Butilénglicol)

| -2
CH; — CO — CHOH — CH,4

(Acetoina)
|—2H
CHy; — CO — CO — CH,
(Diacetilo}
+ H:0

! 1
CH; — COH CHy — COOH

{Acetaidehido) (A. acético)

Figura 2.--Oxidacién del butanodiol por Pseudomonas fluorescens 64 OSU. (Segin Sepeck
y RanpLEss, 1952).

El funcionamiento de esta ruta y del ciclo del butilénglicol requiere que exista en los sistemas
biolégicos algiin procedimiento para oxidar el AMC a diacetilo, A partir de los datos de Sebeck
y Ranoress y de Junmi y HEYN, parece obvio que realmente existe, pero MicuaeLian y Hammer
(1936), Portno (1966}, SrEckman y CoLrins (1968) y CHuane y CoLLins (1968), entre otros,
han estudiade este problema en diversas especies de bacterias y levaduras, llegando & la con.
clusién contraria. En este mismo orden, estd descartado que la oxidacién de la acetoina pueda
efectvarse por inversion de la reaccién diacetilo reductasa —la via més directa (Eec. 1.10.,
pég. 22)— ya que el enzima que la cataliza opera irreversiblemente (STECKER y Hanany, 1954;
Se1rz y col. 1963a; GABRIEL y col., 1971; Burcos y Manrtin, 1972).

Cabe pensar, por tante, que el ciclo de butilénglicol y la conversién a acetato y acetaldehido
son mecanismos que operan sélo en unos pocos microorganismos, dado que en la mayor parte
de los sistemas biolégicos parece faltar una etapa de paso obligado en las dos secuencias. Sin
embargo, la imposibilidad de detectar diacetilo formado a partir de la acetoina podria ser de-
bida a que éste fuese metabolizado tan ripidamente que la concentracién de equilibrio entre
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produccién y consurno quedase por debajo de la sensibilidad de los métodos de determinacion
empleados; SuoMALAINEN y RONKAINEN (1968} han demostrado que esto es lo que ocurre en el
caso, muy similar, de la descarboxilacion espontdnea del dcido acetolictico a diacetilo, que
habia sido puesta en duda por CoLLINS y su grupo,

Se ha sugerido también que el AMC y el butilénglicol podtian ser convertidos en grasa
{Dawson y Huiin, 1954 b) pero hasta el momento no hay base experimental suficiente para
confirmarlo.

1.5. DIACETILO REDUCTASA EN TEJIDOS ANIMALES

La presencia de diacetilo reductasa en ¢l reino animal fue demostrada por primera vez en
diversos drganos de ternera, gallina y paloma, por MasTin y Burcos, (1970), siendo confirmada
més tarde por otro grupo en higado de rata (GaasieL y col., 1971). La D.R. parece tener una
amplia distribucién entre las aves y los mamiferos, con mayor coneentracién en el higado, donde
se observan constantemente las actividades especificas mas altas (MarTiN, 1971).

Los datos publicados hasta el momento muesiran que el/los enzima/s de tejidos animales
(Martin ¥ Burcos, 1970; GasrieL y col., 1971; Burcos y Manrtin, 1972; Martin, 1971) y el/los
de origen bacteriano (Steeckzr y Haranv, 1954; Seirz y col., 1963 a; Sreckman, 1969) tienen
diversas propiedades cinéticas coimunes —operan irreversiblemente, no requieren activadores
metdlicos, presentan un méximo de actividad en torno a pH 6— lo que sugiere que, en términos
generales, responden a los mismos mecanismos de regulacién. En cambie, a diferencia de lo que
ocurre en las baclerias, la diacetilo reductasa y la butilénglicol deshidregenasa parecen ser dos
enzimas claramente distintas en los tejidos de los mamiferos: GasmigL y colaboradores (1971)
han demostradoe que las dos actividades pueden ser scparadas parcialmente por cromatografia
en CM-Sephadex de preparaciones de higado de rata y Burcos y MarTin {1972) han obtenido
muestras purificadas de higado de ternera totalmente exentas de actividad butilénglicol deshi-
drogenasa, gue resulta eliminada por precipitacién fraccionada con acetona. Ademads, las pre-
paraciones purificndas de higade bovino presentan una gran especificidad haciz el diacetilo,
mostrando que las exigencias respecto a la estructura del substrato oxidado son aiin més estrie.
tas que la presencia de dos grupos cetdnicos en la molécula ¢ de un grupo ceténico en la proximi.
dad de otro metilico (Burcos y ManrTin, 1972), lo que explica por qué este enzima no cataliza
la reduccién de la acetoina a butilénglicol.

Por otra parte, la diacetilo reductasa y la butilénglicol deshidrogenasa poseen caracteristicas
distintas en los animales superiores. La butilénglicol deshidrogenasa requiere idnes metdlicos
divalentes como activadores, cataliza una reaccién reversible y, al menos en higado de rata,
s¢ comporta como una especie molecular inica en las cromatografias en CM-Sephadex, segin
los datos publicados por GaprteL y colaboradores. El mismo tratamiento resuelve la actividad
diacetilo reductasa en dos picos. repitiéndose este resultade por cromatografia de uno de ellos,
De un modo similar, la filtracién en gel de Sephadex G-100 de preparaciones de D. R. de higado
bovino utilizando como eluyente tampén fosfato 0.5 M pH 63 separa dos picos de actividad
que corresponden a pesos moleculares 76.000 y 26.000 (Burcos y Martin, 1970); Bukcos y
MartiN (1972) han comprebado que la proporcién entre ambas bandas varia con la molaridad
del eluyente, lo que les ha Hevado a sugerir que podria tratarse del mismo enzima en distintos
estados de asociacion, cuye equilibrio fuese regulado por la fuerza iénica del medio, correspon-
diendo la banda de peso molecular 26,000 a un monémero y la de peso molecular 76.000 a un
trimero.

No se ha aclarado ain el significado bioldgico de la reaccién diacetilo reductasa. Se ha pro-
puesto que podria actuar en los tejidos animales como mecanismo de detoxicacidn, para evitar
la acumulacién de dizcetilo o como sistema de reoxidacién de los piridin-nucleétidos reducidos
en [a glicolisis y otras vias oxidativas (MarT(x, 1971; Burcos y Martin, 1972),

La primera de estas hipétesis se basa en la localizacién preferentemente hepdtica del enzi-
ma y en que muchos de los microorganismos del intestino son buenos productores de diacetilo,
por lo que cabe esperar la presencia de cantidades notables de éste en la vena porta; no seria
improbable, por 1anto, que )a diacetilo reductasa tuviese en el higado un papel detoxicante similar
al que ha sido asignadoe al alcohol deshidrogenasa en idénticas circunstancias (Kress v Perkins,
1970). La segunda se apoya en las caracteristicas de las vias metabélicas en que participa la
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diacetilo reductasa, cuyo balance final —en términos de piridin nucledtidos— es la oxidacién
de una molécula de NADH, como minimo, por cada dos de piruvato consumidas y en el hecho
de que intracelularmente el enzima se concentra con preferencia en la fraccién soluble (MaArTIN
y Bugcos, 1970), en la que también se encuentran los enzimas glicoliticos y que es la mds apro-
piada para realizar una funcién de esta naturaleza.

Los estudios cinélicos de la reaccién pueden dar la informacién necesaria para decidir
cufil es su papel bioldgico, pero los datos que han sido aportados hasta el momento, son con-
tradictorios, Utilizando preparaciones de higado de rata, GasrieL y sus colaboradores (1971) han
calculado en 48 mM. el valor de la constante de Michaelis para el diacetilo, mediante repre-
sentaciones de Lineweaver-Burk a concentracién constante de NADH, Este valor es tan extre-
madamente alto —prohablemente dos o tres drdenes de magnitud por encima de la concentra.
cién fisioldgica del substrato, segin los mismos autores— que asignaria necesariamente una
funcién detoxicante a la diacetilo reductasa, ya que el enzima apenas podria operar en condi-
ciones normales y su actividad sélo seria significativa en caso de un aumento notable de la con-
centracion tisular del diacetilo.

MartiN ¥y Burcos (1972} han obienido cifras muy distintas para el enzima de higado de
temmera empleando el método de representaciones doblemente inversas de Fromni y VESTLING
(1957), que permite determinar simultdneamente todas las constantes cinéticas de la reaccién,
Segiin eslos autores, la constanle de Michaelis para el NADH ea de 0.1 mM., valor que se apro-
xima a Ja concentracion de NADH que cabe esperar en los tejidos animales (GLock y McLeaw,
1955), y de 39.8 M. para el diacetilo, més de mil veces inferior a Ja descrita con preparaciones
de higado de rata. Si la suposicién de GABRIEL y colaboradores acerca de la concentracidn tisular
de diacetilo es correcta, estos valores permitirian la actuacién del enzima bovine en las condi.
ciones [isiolégicas y su participacién en la regulacién del estade de oxidacién de los piridin.
nucleétidos,

Cabe sospechar que el dato de KM diacetile calculado por Gabriel y colaboradores sea erréneo.
El método grifico aplicade por ellos para la determinacién de la constante sélo presenta un
aspecto parcial de la reaccién y puede dar valores muy alejados de los reales si no se demuestra
previamente, como ocurre en este caso, que la concentracién de substrato [ijo es suficiente para
saturar al enzima. Sin embargo, también es posible que la discrepancia de sus resultados con los
de Mantin y Buncos, obienidos por un procedimiento més fidedigno, se deba a que la diaceti-
lo reductasa de distintos origenes tenga propiedades muy diferentes. Esto mismo es lo que sugiere
la comparacién entre algunos datos conocidos referentes a los enzimas de higado de paloma y de
bevino, tales como su distribucién intracelular y la actividad especifica de los extractos tisulares
no purificados (ManTin y Burcos, 1971).

Esta tesis estd concebida como un estudio de la diacetilo reductasa de higado de paloma
en orden a establecer sus diferencias con la de higado de bovino y rata, ampliar el conocimiento
de las diacetilo-reductasas animales y completar los estudios cinéticos realizados por otros auto-
res encaminados a decidir el mecanismo de la reaccién.

CAPITULO It

MATERIAL, METODOS Y PRODUCTOS (ASPECTOS GENERALES)

I1.1. MATERIAL Y REACTIVOS

Las pesadas se efectuaron en balanzas analiticas «Sartorius» modelos 2.400 y
2.600 y en granatarios «QHAUS» modelo 750 S.
Para las mediciones de pH se utilizd un pHmetro «Radiometer» modelo

PHM-28b.
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Las homogeneizaciones de los tejidos se realizaron en un triturador de cuchi-
[las «M.S.E.» modelo 7.700 y un homogeneizador de vidrio tipo «Potter Elvehjema.

Las centrifugaciones de las preparaciones enzimaticas se llevaron a cabo en
una ultracentrifuga refrigerada «Beckman-Spinco» modelo L-50. Para las centriflf-
gaciones ordinarias se emples una centrifuga «sMARTIN CHRIST» modelo Uni-
versal Junior 33.000.

Las didlisis se efectuaron a 0-4°C., utilizando tubo de celofdn «Visking» de
2.5 cm. de didmetro.

Para las liofilizaciones se empled un aparato tipo «Quickfit» equipado con una
bomba de alto vacio <EDWARD» mod. ED-35, y dos condensadores de acetona-
nieve carbénica.

Las cromatografias se efectuaron en gel de SEPHADEX (Pharmacia, Upsala,
Suecia) con columnas de vidrio de la misma marca, modelos K 15-90 y K 2545.
Las fracciones se recogieron en un colector LKB modelo 7.000.

Las determinaciones espectrofotométricas en espectrofotémetros de doble haz,
Beckman DB y Beckman DBGT, provistos de registradores automilicos con expan-
cor de escala. Para las determinaciones de actividades enziméticas el bloque de
cubetas del espectrofotémetro fue termostatado, conectindolo a un ultratermostato
«Colora» modelo N. Para acelerar el equilibrio térmico de la mezcla de reaccién,
la habitacién en que se efectuaron estas determinaciones fue termostatada a la misma
temperatura. Las determinaciones colorimétricas se efectuaron en los citados espec-
trofotémetros o en un colorimetro «<BAUCH & LOMB» modele Spectromic 20.

A lo largo del presente trabajo se utilizaron productos quimicos, calidad reac-
tivo, de las marcas comerciales Merck, BDH, Sigma y similares. La acetoina f'ua
purificada previamente a su uso, por medio de lavado bajo nitrégeno con éter etilico
(deshidratado y libre de peréxidos) segiin la técnica descrita por R. MARTIN y
J. Burcos (1972), al comprobarse que contenia restos de diacetilo. Los productos
bioquimices fueron suministrados por Boehringer, excepto las muestras de protei-
nas utilizadas en Ja determinacién de pesos moleculares, que procedian de Cal-
biochem. ]

El agua empleada en las disoluciones fue desionizada en un desmineralizador
SETA modelo D /400 y posteriormente destilada en vidrio.

I11.2. METtopos

112.1. Determinacidn de proteina

21.A. Método de biuret. Técnica de Chance y Redfearn (1961)

Reactivos:

a) Biuret—1,5 grs. de S0,Cu. 5H,0, 6 grs. de tartrato sédico-potésico, 30 grs.
de sosa y 1 gr. de yoduro potsico, disueltos en un litro de agua destilada.

b) Solucién acuosa de colato sédico al 40 %.

— 205 —




Técnica.—-A 1,5 mls. de reactivo Fle biuret se afiadieron entre 0,5 y 1,5 mls. de
muestra conteniendo de 1 a 5 mgs. de proteina y el volumen se llevé a tres mls. con

agua destilada. Después de 30 minutos de reposo se leyé la absorbancia a 540 m i

o . - .
contra un blanco sin proteina, y los resultados se refirieron a la gréfica patrén de

l gu 3 q P 'I de una Solu 10 de voa b 1 e concent racion
[} 1 cl1on 1] l

a II ra ue se Obluvo a part umina d O

(‘,OnOClda.

Ot.:as..lonalmenle fue necesario afadir unas gotas de colato sédico (al 40 %)
para eliminar la turbidez de las muestras,
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EXTINCION A 540 mp
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e

mgs. de PROTEINA EN MUESTRA

Figura 3.—Gréfica standard inaci
B e ;ii:." para las delerminaciones de protefna por el método del biuret,

2.1.B. Digestion dcida y neslerizacién

(19415; realizé siguiende el método de determinacién de nitrégeno de JolinsoN
Reactivos utilizados:
Acido sulfiirico concentrado NaOH 4N,
Agua oxigenada de 30 vols. Reactivo de Nessler: 4 grs. de IK, 4 grs. de IH
¥ 1,75 grs. de goma ardbiga, diluides en un litro de agua destilada. , . i
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Técnica—De la suspensién o solucién de proteina problema se pipetd, en el
fondo de sendos tubos de ensayo, perfectamente limpios, una cantidad adecuada
de muestra (10-100 microgramos de nitrégenc). Se prepararon dos blancos con
0,2 mls. de agun destilada. Los tubos se secaron en una estufa a 100-110°C. (de
3 a 5 horas) y una vez secos se digirieron a la llama de un mecherén Biinsen con
0,2 mls. de &cido sulfirico concentrado. Se trataron a continuacién con 2.3 gotas
de agua oxigenada de 30 vols. (o las gotas necesarias para que el digerido quedase
transparente e incoloro) y se afiadieron, en el orden que se citan, 4,8 mls. de agua
destilada, 2 mls. de reactivo de Nessler y 3 mls. de NaOh 4N. El contenido se agité
fuertemente y se midié luego la absorbancia a 490 milimicras. El color amarillo que
ce desarrolla tras la adicién del reactivo de Nessler es estable al menos un dia.
Todas las muestras se analizaron por triplicado y los valores que se indican fueron,
en cada caso, la media aritmética de las tres réplicas.

Las lecturas se refirieron a la grifica patrén de la figura 4, obtenida a partir

de una solucién de ovoalbimina,
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NITROGENO ([pg)

Figura 4—Gréficn patron para las determinaciones de protefna por el métgdo de Johnson.
(Patrdn: ovoalbamina).
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2.1.C. Extincién a 280-260 milimicras (WARBURG y CHRISTIAN 1941)

En las preparaciones de bajo contenido protéice, en los que no pudo éste deter-
minarse por los métodos descritos y en las que interesaba conservar la totalidad
de la muestra, la proteina fue determinada espectrofotométricamente, a partir de la
absorbancia a 280 y 260 m' ., aplicando la férmula:

mgs. de proteina/ml. = (1,55 X Egzg) — (0,76 X Ezq0}

2.2. Purificacion de la acetoina

Se llevé a cabo siguiendo el método descrito por WESTERFELD ( 1945), modi-
ficado por MarTiN y Burcos (1972). La acetoina se triturd en un morlero de por-
celana, en el que fue lavada con éter etilico deshidratado y libre de persxidos (que
se obtuvo por tratamiento con alambre de sodio y destilacién en presencia de hierro
reducido). El producto se filtré a través de una capa de papel de filtro ordinario.
El depésito fue retriturado y lavado tres veces mas por el mismo procedimiento.

A las muestras de acetoina ya purificadas se las aplicé el vacio, para liberarlas
de los residuos de éler etilico y se almacens en un congelador a —15°C. dentro de
un desecador con clorure célcico.

Todas las operaciones se efectuaron en atmésfera de Nitrégeno.

112.3. Determinacién de diacetilo, métode de OWADES y Jacovak

Las determinaciones de diacetilo se realizaron por el métode de OwapEs y
Jacovak (1963), siguiendo la descripcién del mismo citada por Pack y col. (1964).
La técnica se funda en la separacion del diacetilo del medio por destilacién a 65°C.
y reaccién de éste con hidroxilamina para formar dimetilglioxima, que es un com-
puesto no volatil. La cantidad de diacetilo recogide se valora por la intensidad del
color del dimetilglioximato ferroso, compuesto coloreado que se forma en presencia
de amoniace y una sal de hierro.

Reactivos:

1) Hidroxilamina tamponada, obtenida por mezcla de las siguientes disolu-
ciones acuosas;

a) PO4HKj: 33 grs. en 100 mls. de agua destilada.
b) NH,O0H. HCI: 11 grs. en 25 mls.
. c) Acetato sédico: 35 grs. de 100 mls. en la proporcién 2 : 4 : 1.

2) Acetona fosfato, preparada disolviendo 29 grs. de PO4HK; en agua des-
tilada, afiadiendo luego 40 mls. de acetona y ajustando finalmente el volumen a
200 mls. con agua destilada.

3) Tartrate alcalino, preparado mezclando una disolucién saturada a 20C.,

de tartrato sédico potdsico con hidréxido aménico concentrade en la propor-
cion 22 : 3,
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4) Disolucién dcida de sulfaio ferroso, obtenida dislo!viendo 5 grs. de FeSSL.
7 Hz0 en 100 mis. de una disolucién acuosa de acido sulfiirico al 1 9. Esle reactivo
fue utilizado siempre poco después de su preparacién, antes de que |:umenzar::1 a
aparecer un ligero color amarillo, que desarrolla tras un almace.naml.e‘nlo prolongado.

Técnica~Las destilaciones se realizaron utilizando el dispositivo que aparece
en el esquema de la figura 5., desarrollado por este .Deptf.rtamento (MEDARDE ¥y
Buncos, trabajo no publicado) con un contenido en dlacetll‘o.enlre 1y 50 LBrs.
se transfirieron al tubo I, que fue puesto en un bajio termostaitico a 65".C. El diace-
tilo fue arrastrado al tubo 11 por corriente de Nitrégeno, con un flujo de 100 a
150 mls./min., durante 90 a 120 minutos, siendo recogido en éste con un ml. de

la disolucién de hidroxilamina tamponada.

(I1) (1)

U

Figura 5.—FEsquema del mecanisme utilizado para las destilaciones de diacetile por el mé-
todo de OwanEs y Jacovak {1963).

Finalizada la destilacién, el tubo II se colecé en un bafio a 75°C. durante 10
minulos, al término de este periodo, se afiadieron 0,5 mls. de acetona fosfato, 1,-5 mls.
de tartrato alcalino y 0,1 mls. de la disolucién dcida de sulfalf) ferrf)?o, 'agna?do
inmediatamente después. El volumen se ajusté a 5 mls. con la disolucién de fosfato
bipotésico al 33 % y se midié la intensidad del color resultante a 530 m p, com-
parando las lecturas con las de la grifica patrén de la ﬁgunt 6. ]

A pesar de que los resultados obtenidos por este método son muy reproduc-
tibles, en todas las determinaciones de diacetilo efectuadas se incluyeron patrones

internos.




Obtencion de la grdfica patrén

A partir de una disolucién de diacetilo (40 mg./ml.) en el reactivo-de hidro-
xilamina lamponada, se obtuvieron por triplicado muestras con un contenido total
de diacetilo de 3,75, 7,5, 15, 30, 60 y 80 tgrs. El volumen se ajusté a 2 mls. con
el reactivo de hidroxilamina y se determiné el diacetilo por el métode de OwapEs
y JACOVAK, sin destilacién previa, con los resultados que se representan en la figu-
ra 6. Los puntos que aparecen en la grifica corresponden a la media aritmética de
tres réplicas.
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EXTINCION A 530 mp
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paramos de diacetilo en muestra

; Figura 6.—Grafica patrén para la determinacién de diacetilo por el método de Owanpes y
ACOVAK.

11.24. Determinacion de la suma de diacetilo y acetoina. Método de Westerfeld
(WESTERFELD {1945} ).

Esle método es una adaptacion al test de Voges Proskauer (BarriT 1963). De-
lermina por lo tanto la suma de acetoina y diacetilo, basdndose en la oxidacién de
la acetoina a diacetilo, por accién de un 4lcali y reaccidn, en medio basico, del
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diacetilo con los grupos guanidinicos de la creatina, dando lugar a la formacion
de un compuesto de color resdceo, que liene su mixima absorbancia a 530m

Reactivos:

1) Creatina al 0,5 % en agua destilada.

2) Disolucién deanaftol al 5%, en NAOH, 2,5 N. Este reactivo debe ser
preparado inmedialamente antes de su uso.

Técnica—Se afiadieron a 5 mls. de muestra con un contenido de acetoina o
diacetilo, entre 1y 15 p grs. 1 ml. de creatina y 1 ml. de una disolucién de naftol en
sosa, en el orden citado, agitando inmediatamente después. Las lecturas de la absor-
bancia a 530 mp , se efectuaron contra un blanco compuesto por todos los reac-
tivos, menos la acetoina y el diacetilo. Las muestras que contenian diacelilo se le-
yeron al cabo de 15 minutos y las que contenian acetoina a los 90.

En todos los andlisis se incluyeron patrones internos con canlidades conocidas
de acetoina y diacetilo, a cuyas lecturas se refirieron las de las muestras.

11.2.5. Determinacion de la actividad diacetilo reductasa.

Se llevaron a cabo espectrofotométricamente, siguiendo en el tiempo los cam-
bios en la absorbancia a 340 mp debidos a la oxidacién del NADH a NAD. Este
procedimiento se hasa en el hecho de que por cada mol. de diacetilo reducido se
oxida uno de NADH,

Con el fin de eliminar las interferencias de olros enzimas inespecificos (NADH
oxidasa y Butilénglicoldeshidrogenasa) en las preparaciones poco purificadas se
realizaron los anélisis, mediante el siguiente sistema:

Cubeta muestra: Tampén fosfato bisédico monopotasico pH 6,1, 0,05 M diace-
tilo 10 mM, NADH 0,6 pmoles, aceloina 15 pmoles, y preparacién enzimatica
en un volumen total de tres mls.

Cubeta referencia: Como la anterior, omitiendo el diacetilo.

En las preparaciones purificadas, exentas de las actividades antes seiialadas,
los andlisis de actividad se efectuaron poniendo solamente agua destilada en la
cubeta referencia, y suprimiendo la acetoina en la cubeta muestra.

CAPITULO III

PURIFICACION Y PESO MOLECULAR DE LA DIACETILO REDUCTASA
DE HIGADO DE PALOMA

L1 INTRODUCCION

La purificacién de los enzimas a partir de sus fuentes naturales representa con frecuencia
una labor tan tediosa cuan imprescindible para determinados estudios posteriores, Normalmente,
¢l enzima buscado supone un tanto por ciento muy pequedio del peso seco del material inicial
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y del contenido protéico lotal, que en gran parie puede estar constituide por otros enzimas,
cuyas propiedades son a veces muy parecidas a las del deseado. Para estudiar propiedades
tales como la especificidad de substratos es, sin embargo, inevitable afrontar cuantas dificulta.
des presente su purificacién, hasta obtenerlo en un estado de pureza tal que resulten eliminadas
otras actividades enziméticas que induzcan a error en las determinaciones.

No existe un métedo general de purificacién enzimitica. Los métodos utilizados para puri-
ficar un determinado enzima desnaturalizan otros; ligeras modificaciones quimicas de una pro-
leina enzimética afectan a su comportamiente durante la purificacién, y pequefias variaciones
estructurales pueden modificar considerablemente su cemportamiento enzimdtice. Existen sin
embargo ciertos principios fundamentales de purificacién enzimitica, en los que se basan la
mayor parte de los métodos utilizados a este fin,

El proceso de purificacién va precedido de la extraccion del enzima del tejido en que se
encuentra, lo que se lleva a cabo destruyendo su organizacién celular. Puede conseguirse esto
sometiendo el lejido a sonicacién, homogeneizindolo en una batidora de cuchillas o en un ho-
mogeneizador de vidrio, o por la accién de ciertos disolventes (acetona, por ejemplo).

La purificacién de un enzima consiste en separar la proteina enzimética objeto de estudio
del resto de los componentes del extracto por fraccionamientos sucesivos. Para ellg se aplica

una serie de métodos, de los que los mds frecuentes son los que se citan a continuacién:

1} Precipitacién

La solubilidad de la mayor parte de las proteinas en disoluciones acuosas se debe a la in.
teraccién entre las moléculas bipolares del agua y los grupos ionizados de las moléculas protéicas,
La precipitacion suele ser consecuencia de que la fuerza de atraccién entre lns moléculas protéi-
cas (proteina-proteina), superan a las existentes entre las proteinas y el agua. La intensidad de
:_as inll:eracciones electrostaticas entre las propias moléculas de prolefna, viene dada por la
drmula:

siendo D la constante dieléctrica del medio. Los reactivos que cambian la constante dieléctrica
o la fuerza idnica de una disolucién acuosa han de influir, por tanto, en la solubilidad protéica.
Las proteinas son polielectrolitos con distinie nimero y tipo de grupos ionizables, que en
cada molécula protéica es, por tanto, funcién del pH; basta con alterar éste, conservando las
otras circunstancias fijas, para producir un cambio en su solubilidad.
La aplicacién de estos principios a las disoluciones enzimiticas, permite fraccionarlas en
virtud del distinto grado de solubilidad de las proteinas.

a) Precipitacién fraccionada por disolventes orgdnicos

Los disolvenles orgdnicos, tales como el etanol, metanol y acetona, producen la precipitacién
de las proteinas en las disoluciones acuosas, debido a que reducen la constante dieléctrica del
medio y aumentan por tanto las fuerzas de atraccién entre las moléculas protéicas y disminuyen
las existentes entre las proteinas y el agua.

l.fi aplicacién de esta técnica tiene la limitacién de que estos disolventes actiian con fre-
cuencia como agentes despaturalizantes y producen por tanto la inactivacién de los enzimas.
Su empleo obliga a tomar precauciones especiales, La temperatura del disolvente debe ser de
alrededor de —15°C. y su adicién a las muestras ha de realizarse de manera que la temperatura
se mantenga siempre en torno a 0°C. La separacién del precipitado requiere pues el uso de
centrifugas refrigeradas.

b) Precipitacidn fraccionada por cambios de pH.

La. solubilidad de las protelnas varia notablemente con el pH de la disolucién y cada pro-
teina tiene un valor pH para el cual su solubilidad es minima. Las variaciones de pH que una
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proteina puede soportar sin que precipite, difieren visiblemente de proteina a proteina, hecho
que sirve para separar los diversos componentes protéicos de una mezcla. Este mélodo puede
ser utilizado siempre que las caracteristicas de la proteina enzimética lo permilan. Puede ser
convenienle, como etapa previa de purificacién, acidificar el medio hasta pH 5 y eliminar el
precipitade por centrifugacién, con lo que lo mayor parie de los nucleoproteidos se eliminan.

¢} Precipitacion fraccionada por sales

Para aislar las proleinas enzimiticas a partir de disoluciones acuosas, se utiliza bastante un
procedimiento que consiste en efectuar su precipitacién, afiadiendo una cantidad suficiente de
una sal inorgénica. La presencia de sales neutras en una disolucién acuosa afecta a la solubilidad
de las proteinas de diversas formas. Por una parte aumenta el nimero de grupes cargados al
disociarse 1a sal en sus iones correspondientes, y la solubilidad de las proteinas se incrementa.
Por otra, disminuye la actividad de ogua, a medida que aumenta la concentracién de sales,
hasta que las interacciones proteina-protefna superan a las de proteina-agua; la solubilidad dis-
minuye y la proteina precipita.

Entre las seles utilizadas n este fin, esté el sulfato aménico, de gran utilidad, debido, entre
olras causas, & su gran solubilidad en agua (707 gr./1. a 0°C.} y a carecer de efectos perjudiciales
sobre 1a mayoria de los enzimas.

d} Precipitacién por el calor.

No todas las proteinas ofrecen la misma estabilidad frente al calor en las disoluciones acuo-
sas, Por ello pueden fraccionarse por calentamiento fraccionado. La presencia del sustrato pro-
tege con frecuencia a los enzimas contra la desnaturalizacién por el calor. Aunque no es una
técnica generalizada, a veces puede ser conveniente, por ello, someter las preparaciones enzimé-
licas (en presencia o no del sustrato) a un tratamiento térmice inferior al necesario para desna-
wralizar el enzima, y eliminar el precipitade por centrifugacion. En los enzimas que, como €l
aqui estudiado, son piridinnucleétidos dependientes, este procedimiento resulla siempre muy
costoso.

2} Fraccionamientoe par adsercion

Las proteinas son adsorbidas por diversas sustancias en determinadas condiciones de pH y
a una fuerza idnica baja. E1 gel de fosfato cileico y el gel de aliimina son los mis utilizados para
adsorber proteinas en mezclas hetereogéneas.

Este método puede ser aplicado de dos maneras diferentes. Si el enzima es adsorbido por el
gel, podré esf ser separado de los otros componentes de la mezcla que no se adsorban y después
extraido del gel. En las condiciones en que el enzima no se adsorbe, se pueden retirar de la
mezcla todas las demés proteinas que sf lo hagan, por centrifugacién, eliminando el sedimento.

En el primer caso, la técnica que se utiliza consiste en poner la disolucién en presencia de
una cantidad de gel suficiente para retener toda la protefna inactiva que se adsorbe antes que el
enzima; retirar el gel de la muestra por centrifugacién y anadir al sobrenadante més adsorbente,
hasta que quede retenida teda la actividad y recuperar ésta por centrifugacién. El enzima adsor-
bido puede eluirse mas tarde alterando el pH, o aumentando la fuerza iénica (dispersando el gel
en tampones de concentracién creciente), A veces se utilizan disoluciones de sulfato amdnico
para extraer el enzima, pero este método tiene el inconveniente de que es necesario dializar luego
la muestra para retirar el sulfato aménico, y muchos enzimas pierden estabilidad en Ja dialisis.

3) Fraccionamiento por electroforesis

Si & una disolucién proiéica heterogénea se la aplica un campo eléctrico, suele producirse
una migracién diferencial de las proteinas disucltas que depende de la carga neta de las pro-
tefnas que es a su vez funcién del pH. Asi pueden conseguirse fracciones protéicas mis o menos
purificadas. Ultimamente ha cobrado gran importancia este método de purificacién, inicialmente
utilizado sélo con fines analiticos, desde que se utilizan procedimientos de alto voliaje y geles de
poliacrilamida como soporte.
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La electroforesis de zona en gel de almidén ha sido utilizada para aislar a pequefia cscala
los enzimas en las dltimas fases de su purificacién. Este método tiene serias dificultades, sobre
todo al tratar de eluir el enzima del gel, por lo que es mucho mds utilizada con fines analiticos.

4} Cromatografia en columna

Un método muy dtil para purificar los enzimas consiste en el empleo de técnicas de ero-
matografia en columna, basadas segin los casos en la filtracion molecular, en la adsorcién y en
el intercambio idnico.

a) Cromatografia de filtracion molecular—Determinacién de pesos moleculares. Este mé.
todo consiste en la separacion de las distintas proieinas, de acuerdo con el tamafio de su mo-
lécula. Se utilizan como soperte en estas cromatografins geles tridimensionales inertes de poli-
sacdridos (Sephadex).

Las moléculas de una dimensién superior a los poros de los granos de Sephadex, no pueden
penetrar en ellos y circulan por su superficie, saliendo de la columna las primeras, Las moléculas
mas pequefias son capaces de penetrar por los poros del gel, con lo que se retrasa su salida.
El orden de elucién es, pues, inverso al tamafio de la molécula.

Esta propiedad es el fundamento también de un método de determinacién del peso mo-
lecular.

El tipo apropiado de Sephadex para la determinacién del peso molecular, depende de las
dimensiones de la molécula enzimitica. Cada Sephadex =epara las proteinas incluidas en un
rango determinado de peso molecular. Las proteinas de un peso molecular por encima del li-
mite de este rango (limite de exclusion) son excluidas totalmente del gel y se eluyen normal-
mente en un volumen de elucién semejante al volumen vacio del lecho del gel.

En la figura 7 se representa la relacidn existente entre los Kav y el peso molecular, a esca-
la logaritmica, de proteinas en diferentes tipos de Sephadex.

Se observa que las lineas se curvan claramente cerca de los limites de exclusién de cada
tipo de Sephadex.

Figura 7.—Relacién entre los Kav (escala lineal) y ¢l peso molecular (escala logaritmica).
Tomado de Sephadex gel filtration theoryand practice, PHARMACIA FINE CHEMICALS.
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Para estudiar el comportamiento de una disolucidn protéica en una columna de filtracién
o tamizado molecular, se hace uso de la expresién:

Ve — Vo
Kav =
Vi — Vo

en la que Kav es el coeficiente de reparto de las moléculas entre el interior y ¢l exterior de los
granos del gel, cuando se ha alcanzado el equilibrio; Ve es el volumen de elucién de la molécula
correspondiente, igual a los mls, eluidos desde que se aplicé a la columna hasta que alcanza la
concentracién méxima en el eluido; Vi es el volumen total del lecho del gel ¥ Vo es el volumen
de elucién de una sustancia que quede completamente excluida del gel (volumen vacio).

Las representacienes de los Kav de proteinas de parecida configuracién en funcion del loga-
ritmo de sus pesos moleculares, da una linea recta de pendiente negativa, lo que permite deter-
minar el peso molecular de una proteina problema por interpolacién en dicha gréfica, después
de haber calculade los pardmetros Kav, Vo, Vi y Ve a partic de los resultados experimentales.

b) Cromatografia de adsorcion en columna—Para este propdsito no se utilizan normalmen-
te Jos mismos geles que para el fraccionamiento por absorcién descrita ya, sino materiales espe-
ciales como ciertas mezelas de celulosa con fosfato célcico, o derivados de éste, como la hidro-
xiapatita que puede ser utilizada en columnas, con la adicidn de materiales granulares.

c} Cromatografia de intercambio idnico—El producto mds utilizado para la purificacién
de proteinas por este tipe de cromatografia es la dietilaminoetil-celulosa (DEAE-celulosa).
Existen otros que tombién son aplicables a este {in, aunque menos frecuentemente, como la
carboximetilcelulosa {CM-celulosa) y resinas de intercambio idnico, como la amberlita IRC.50.

II1.2. MATERIAL Y METODOS
Preparacion del gel de fosfato cdlcico.

Se siguié el método descrito por KeILIN y HarTREE (1938).

Obtencién de extractos acuosos de drganos y tejidos.

'

Se consiguieron a partir de animales recién sacrificados, preparande un homo-
geneizado con cinco voliimenes de agua destilada-fria (0 - 2°C), en un homogenei-
zador de cuchillas M.S.E. E] vaso del homogeneizador fue recubierto con una camisa
de hielo para evitar el calentamiento de la muestra. Los extraclos fueron filtrados
a través de cualro capas de gasa, y centrifugados a 105.000 X g durante 100 minu-
tos, en una ultracentrifuga refrigerada «Spinco L-50».

Determinacion de proteina

Se realizaron, en general, por la técnica del biuret, descrita por CHANCE y
RepFEARN (1961). En las muestras en que el contenido protéico era muy bajo se
calculé a partir de sus extinciones a 280 y 260 m (WarBurc y CHRISTIAN, 1941)
o siguiendo el método de determinacién de Nitrégeno de Johnson (Jonnson, 1941)
y aplicando el factor de conversién 6,25.
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Determinaciones de Citocromo C.

Se efectuaron basandose en la extincién del mismo a 414 m .

Determinaciones de uctividad diacetilo reductasa.

Se efectuaron empleando el método espectrofotométrico descrito en metodolo-
gia general.

Determinaciones de actividad lactato deshidrogenasa.

Se llevaron a efecto siguiendo los cambios en la extincién a 340 m jt, en el sis-
tema siguiente:

Cubeta muestra:

Tampén fosfato pH 7, 0,1 M ... S A v 2,83 mls
Piruvato sédico (2,5 mgr/ml) ........ e e—— vrversennsesssninnsens 0,1 mls
NADH (10 mgr/ml) ....... . . 50 uls
Preparacién enzimitica comercial . B e 20 pls

Cubeta referencia:

Lo mismo, excepto la preparacién enzimética que se suslituyd por agua destilada.

Cromatografias de filtracion molecular en gel de Sephadex.

Hidratacion de gel—Se realizé dejando reposar el gel en 250 voliimenes de
agua destilada (P/V) a temperatura ambiente, durante tres dias, en el caso del
Sephadex G-100 y cuatro dias en el de G-200. Antes de ser aplicados en las columnas
se mantuvieron en un bafio de agua hirviendo durante unos minutos, con el fin de
eliminar las burbujas de aire.

Preparacidon de la columna.—Se utilizaron columnas Quickfit K 15-90 de flujo
directo y K 25-45 de flujo invertido. Las columnas se dispusieron verticalmente con
una desviacién de la verticalidad inferior a un 1 %, en una cimara frigorifica a 0-4°C,

Aplicacion del gel hidratado.—El gel fue vertido en la columna con la ayuda
de un embudo y haciendo que se deslizase por la pared interna de la columna, para
evitar en lo posible que se formasen burbujas de aire. Se dejé empaquetar durante
12 horas a la misma presién hidrostatica que después iba a ser utilizada en las cro-
matografias, Antes de cada carrera se hizo circular un total de seis voliimenes vacios
del eluyente para asegurar el equilibrio.

Elucion—El eluyente se dejé fluir de una manera continua, mediante los.dis.
positivos de las figuras 8 y 9. Se consideré como presién hidrostatica la diferencia
de nivel entre la superficie de eluyente en el embudo de vidrio y la boca de tubo
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de salida hacia el colector. Las fracciones fueron recogidas en un colector «LKB».

Aplicacién de las muestras—En las columnas de «flujo direcfo», las rr.mmtras,
a las que se aiiadi6 sacarosa para aumentar su densidad, se df..-posuamn cuidadosa-
mente sobre la superficie del gel, por medio de una pipeta capilar de punta clfrvada
en angulo recto (figura 8). En las de «flujo invertido» las muestras se aplicaron

— .  FE 47

—_

i KRS T L

,!._ :Ttﬁ
RE N 2

Figura B.—Dispositivo utilizado para las cromatografiss de filiracion molecular (flujo di-
recto). Recuadro superior: aplicacién de las muestras.

fuera de la columna, en el tubo de conduccién del eluyente; se detuvo, mediante una
pinza, el flujo del mismo durante cierto tiempo y en su lugar se hizo fluir la muesira
tal y como aparece en la figura 9 recuadro superior.

Calibracién de las columnas para la determinacion del peso molecular.

Para conocer el comportamiento de una disolucién protéica en una columna
de filtracién molecular, es necesario definir los siguientes pardmetros y, en cada

caso concrelo, conocer su valor:
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VIS :ti:il(;l:!:iinla:(:slludd gel ;m:r atz;do, que se caleula a partir del didmetro in- En lus. ‘experiencias descritas por los citu.dos aulores, se utiliza como me(.iio

mna y de la altura del lecho del gel. de suspensién sacarosa 0,25 M, dada la necesidad de emplear un medio isoténico
para mantener en lo posible las particulas subcelulares en su estado natural; sin
embargo, con fines de purificacién, esta precaucién no es necesaria. Por otra parte,
suspender las muestras en agua tiene, al menos teéricamente, una ventaja, y es que,
al ser el medio menos viscoso, la sedimentacién de las particulas deberi producirse

Ve = Volumen de elucién, que corresponde a los mls de eluido medidos desde

la apllc.aclon de la muestra en la columna hasta que ésta aleanza la con-
centracién maxima en el eluido.

Vo = V?I.umen vacio (espacio que queda entre las particulas del gel) que se mas répidamente.
midié determinando el volumen de elucién del dextrano azil. sustancia Con el fin de comprobar si existian diferencias notables entre la extraccién del
que por su elevado peso molecular (2X105) queda CDmplet&;menle ex. enzima en sacarosa 0,25 M. y en agua y posterior centrifugacién a 105.000 X g du-
cluida del gel. rante 100 minutos, se realizaron los siguientes experimenlos:

3.1.1. Homogencizaciones con agua y con sacarosa 0,25 M

Se prepararon dos [racciones de 50 gramos de higado de paloma. A partir de
una de ellas se hizo un homogeneizado con cinco voliimenes de agua destilada fria
(0 — 2°C). De la otra se obluvo un homogeneizado con cinco volimenes de saca-
rosa 0,25 M, mediante las técnicas que se describen en 111.2. Al término de estas
operaciones se determiné la actividad diacetilo reductasa y la proteina de ambos
heomogeneizados.

3.1.2. Eliminacion de fracciones particuladas por centrifugacicn

Los extractos obtenidos en el experimento anterior [ueron centrifugados a
105.000 X g durante 100 minutos, en una uliracentrifuga refrigerada. El sobrena-
dante de esta centrifugacién fue analizado para determinar la actividad diacetilo
reductasa y la proteina. Los resultados aparecen en la tabla 1.

TABLA 1
Comparacion entre los rendimienlos obtenidos por exiraccion acuosa y con

sacarosa 0,25 M. de la actividad dincetilo reductasa antes y después
de la centrifugacion

Figura 9.—Dispositive de Mujo invertide para las cromatografias de filtracion molecular

Recuadro superior: aplicacion de las muestras, Prowi Aclividag Actividad
rotcina por mgr. de ctividn
total proteina ! total Rendimiemo %
I11.3. Resurrtapos Homogeneizado en Hz0 8220 25 206.500
Sobl:enndqnle de la cen-
HL3.1.  Purificacién: Estudios preliminares ‘;'r;’,g'}f,};’ﬁﬁﬁ_ 105000 2.151 95 204.400 %8
MagTi B Homogeneizado en saca-
idad dA_RT Ry oURcos (1970) han demostrado que en el higado de paloma la acti- &?;ﬁﬂffnﬂ'd | 5 24 BE i
. . . e 18 cen-
vidad diacetilo reductasa se encuentra distribuida fundamentalmente en la fraccién trifugacion 2 105.000x
X g., 100 min. 3.070 60,1 184.500 893

s?lu!)le, por lo que se consideré conveniente, como primera etapa de purificacion

X *
e mnnar la mayor parte de la proteina de las fracciones particuladas,
gacion a 105.000 X g durante 100 minulos.

or centrifu- i :
L 1 En nmoles de diacetilo reducidos por minuto.

2 En términos del homogeneizadoe acuoso.
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3.1.3. Precipitacion con acetona

A 16 mls -del sobrenadante obtenido de la centrifugacién de los homogeneiza-
dos acuosos de higado de paloma, se afiadieron otros 16 mls de acetona comercial
a —15°C, lentamente y agitando para que se distribuyese homogéneamente el agen-
te precipitante en el medio. Una vez afadida toda la acetona, se dejo reposar la
suspensi6n unos diez minutos, rodeada de un bafio de hielo. Al cabo de este tiempo,
la suspensién fue centrifugada a 12.000 X g durante quince minutos, en una cen-
trifuga refrigerada. El depésito resultante de esta centrifugacién se resuspendié en
tres mililitros de agua destilada fria, y se analizaron en é la actividad enzimética
y la proteina. Al sobrenadante se le afiadié més acetona y se obtuvieron asi sucesiva-
mente los sedimentos de las fracciones precipitados entre 1-1,5, 1,5-2, 2.2.5, 2,5-3,3-
3,3, 3,54,y 44,5 voliimenes de acetona por volumen inicial de muestra.

Los datos de actividad total, actividad especifica y proteina en los depésilos de
las [racciones obtenidas se recogen en la tabla 2.

TABLA 2

Purificacién de un extracto ncuoso (1/5) por fraccionamiento con acctona

Fracglon
precipitada entre Actividad
(vols. acetona/vols. Actividad Proteina por mgr. de Factor de
extraclo total ! Rendimiento % total {mgr.) proteina ! eariquecimiento 2
ariginal 25840 —_ 272 95 —
0 -1 10450 4040 220 475 0,5
1 .15 2.600 10,1 26 100 1,05
15-2 3.028 11,7 45 673 7,08
2 -25 274 10,6 4 686 1.2
25-3 1.330 5.1 38 350 3,7
3 -35 500 1,9 2 250 2,63
35-4 315 1,2 1,8 175 18
4 .45 90 0,3 1,08 84 0,88
Recuperacién  total 814 % 97,7 %

! En nmoles de diacetilo reducidos por minuto.

* Respecto a la actividad de la muestra original,

3.14. Precipitacion con sulfato aménico

Las posibilidades de purificacién de la diacetilo reductasa de higado de paloma
mediante la precipitacién fraccionada con sulfato aménico se estudié en experimen-
tos como el que se describe, en el que se investigé la actividad diacetilo reductasa

en las fracciones que precipilan a concentraciones de sulfato aménico comprendidas
entre el 0y el 100 % de saturacién.
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Se suspendieron 130 mgrs de liofilizado de la fraccién ;‘)rctéicfa: qu(()a ;:é;lpll;;
entre 1,5 y 2,5 voliimenes de acetona, en 20- mls de agua d&sn‘liadal rl.;a_ {0- . m{les-
centrifugaron a 105.000 X g durante 10 minutos, ‘.:on el fin de clari icar iy
tra. A partir de 20 mls del sobrenadante se.obluvu.ero‘n‘las fracciones que gba_o
en la tabla 3, del siguiente modo: la disolucién enzimatica se r.nanlu?f? er:l un lf;:o
de hielo, agitandose mientras se le iba afiadiendo, de una dls.o’lu;lmz e '151; e
aménico saturada la cantidad necesaria para llevar la concenlraclon. e éste al l
de saturacién. La suspensién se manluvo en reposo durante 30 mmulo; a .a t:m-
peratura de 0-2°C y mis tarde se centrifugd a 105.009 Xg duran:]e t-] r:;nu :l:
El depésito resultante de esta ce;trifugaiilé; fue r:e:ic;galdo en agua destilada, p

i ¢ eterminaciones de actividad y pro : 5
re“l'z:;' Z:;:elna:dinle se le anadieron nuevas cantidades de la disolucién sa’t‘urt:ida:
de sulfato aménico, bajo las mismas condiciones hasta lograr una concentracion de
40 % de saturacién en la muestra. Del mismo modo se obtuvieron las liesil{;a(;ll‘.;s
fracciones, excepto la precipitada entre el 183-100 %, ya que para oblener e o

ié fiadi6 sulfato aménico sélido.
. sa:il'.]lrizll(:l[:niena: afadir de 1a disolucién saturada de sulfato aménico por 100 ml.

de muestra se calculd, en cada caso, por la férmula:

Sg——Sl
V=

1 — (S2/100}

enla qué S, es el tanto por ciento de saturacién de sulfato aménico en la preparacién

y Sz el tanto por ciento que se pretende.
Los resultados de este experimento aparecen en la tabla 3.

TABLA 3 >
Precipitacion con sulfate aménico de un exiraclo acuoso de polvo accténico

Actividad por L
Fracciones Proteina total (mgrs.) Actividad total ! mgr. de proteing
original sin e
precipitar 1?2,2 73.840 0
i 237 13.200 7
40- 60 31,2 7.305 89:2
60 - B0 268 2391 i
80 - 100 13,2 1.432
Recuperacion 100 %% 329%

1 pmoles de dincetilo reducidos por minute.
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3.15.  Precipitacion por sulfato de prolamina

Con objeto de comprobar las posibilidades de purificacién de nuestras prepa-
raciones por precipilacién con sulfato de protamina, se disolvieron 30 mgrs de
liofilizado de la fraccién protéica que precipita entre 1,5 y 2,5 voliimenes de acetona,
en 20 mls de agua destilada fria. De esta suspensién se recogieron 15 mls para pipe-
tarlos a cinco tubos de ensayo (3 mls en cada tubo}. A cada uno de ellos se le fueron
afiadiendo volimenes de una disolucién de sulfate de protamina al 0,2 %, que
representaban el 5 %, 10 %, 15 %, 20 % y 30 % del total. Los tubos se dejaron
reposar durante 10 minultos en un baiio de hielo y se centrifugaron a 12.000 X g du-
rante 10 minutos, en una centrifuga refrigerada, el sobrenadante obtenido en cada
tubo fue analizado para determinar la proleina (método del biuret) y la actividad
diacetilo reductasa. Los resultados de este experimento se recogen en la tabla 4.

TABLA 4
Precipitacion por sulfato de protaming

Actividad por mgr. de

Fracciones 2 Actividad total ! proteina !

Proteina total

0,01 % 3,66 2.250 614,7
0,02 % 3,09 14148 457,8
0,03 % 2,94 8568 2913
0,04 % 2,85 558 187.5
0,06 % 2,70 0 0

Testigo 3.9 24768 635,1

nmoles de diacetilo reducidos por minute.

Sobrenadante del tubo, al que se afadieron voliimenes de la disolucién del sulfato

de protamina al 02 % adecuados para lograr las concentraciones de sulfato de
Jprotamina que se indican,

3.1.6. Fraccionamiento por adsorcién en gel de fosfato cdlcico

Se preparé una suspensién en agua destilada fria, del liofilizado de la proteina
que precipila entre 1,5 y 2,5 volimenes de acetona. De esta suspension se lomaron
seis muestras de 10 mililitros, a las que se afadié 0,1, 0,25, 0,5, 1, 2, y 4 mililitros
de gel de fosfato célcico respectivamente, agitando durante 10 minutos.

Pasado este tiempo, el gel se reliré mediante centrifugacién, a 10.000 X g du-
ranle diez minutos, manteniendo Ia temperatura a 0-4°C. En el sobrenadante se de.

terminé la actividad diacetilo reductasa ¥ la proteina (por extincién a 280 y 260 my).
Los resultados se recogen en la tabla 5.
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TABLA 5 | d
Fraccionamiento por adsorcién en gel de fosfato cilcico, de un liofilizado de
"‘:: fraccion protéica que precipita entre 1,5 y 2,5 vohimenes de acetona

Sl Actividad Factor de

AL Tl i - . d ique- Proteina  Actividad

icl” sin | ackige bl e s Do
C BC
st 5.280 — 5766 = = =
Ttlsmgo g,s 2,600 492 5416 094 42 gggg
% 24 1.950 36,9 8124 141 6.6 3350
¥y 15 1.100 20,8 733.3 127 75 4.160
?j 12 840 159 700 (1),3; ;.El! 4440
i g:g = = 22 - 8.4 5280
4 —

1 En nmoles de diacetilo reducidos por minuto.

3.17. Cromatografia de filtracion molecular en Sephadex G-100

E} desarrollo de una cromatografia de filtracién molecular requiere vanas'lcllo-
- " e_
ras, durante las cuales los enzimas se hallan expuestos a la inactivacién. Se ::;msn
. . T . os
o ;mr ello necesario hacer un estudio previo de la estabilidad del enzima en divers

sistemas.

Estabilidad de la diacetilo reductasa en diferentes medios a lo largo- del tiempo

Se disolvié cierta cantidad de liofilizado de la proleimf que ptl'e(:lplta entre 1,.5‘ ¥
2.5 voliimenes de acetona en 7,5 mls de agua destilada [ria (0-:‘?. 'C). La suspflz)nsmn
sé aclaré mediante centrifugacién a 30.000 r.p.m. duranlt? 10 minutos. l;el:asa I—;‘eﬁm;-
dante se lomé 1 ml que se afiadié a otros 4 mls de tampén fosfato 0,62 pH 6,1,

TABLA 6 .
Estabilidad de la diacetilo reductasa en diversos medios

Actividad a Actividad a Actividad n Actividad 1“ Actividad a
Medios 0 horas ! lhora! 4 horas ! 10 horas 24 horas

Hs0 198 215 210 100 20
Tampén fosfato bisadi-
co monopoldsico 0,5

— 219 216 140 61
IdN(l)'lp ﬁﬁ | 233 210 160 133 lgg
Id.1M. 190 ;g ég(z) 190 180

0.25 M. 250
3’:‘;?222 1'§5M. 280 280 278 280 270

1 Actividad digcetilo reductasa ¢n nmoles de dizcetilo reducidos por minuto.
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con lo que se.logré una concentracién final 0,5 M; lograndose una concentracién de
0.2 M. El mismo procedimiento se utilizé en el tampén 0,125 M {0, M final)
Por otra parte se disolvieron unos mgrs del mismo liofilizado en l:;m 6n fosf; :
to bisédico-monopolasico 1 M y en sacarosa 1,5 M. T
Las muestras se mantuvieron a la temperatura de 0-4°C y su actividad fue
ensayada a los tiempos que se indican en la tabla 6 y la figura 10.

ACTIVIDAD [nmoles de diacetilo reducido /min. )

1 4 10 %
HORAS

Figura 10.—Estabilidad de la diacetilo reductasa de hi

. . = d i i

ga:)(:-lén pﬂ}clpllﬂdﬂ entre 1.5 y 25 voliimenes de act;to:lga? R#lggicl: lggmdti?:oll:;gni:‘}:?d((ide %
150; tampdn fosfato pH 6,1: (o — @) 0,1 M; (@ — B) 05 M; (X — X) 1 M.: Sa )
(0 — 0)025 M.; (A—A) 15 M. i i

, A la lurz c.ie esta experiencia previa se consideré inicialmente suficiente la pro-
leccmn con erida por la sacarosa 0,20 M que podfa ofrecer, para la purificacién,
a ventaja, frente a los tampones de fosfato, de eliminar el posible efecto desnaturali-

zante qu laS SaI e] cen d v y q p p =
rﬂ.nte la Gongelaclon a que s
e es er u e l‘elendl& des ues hOl
llzar lﬂ muﬁtra-
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Experimento 1

Paso por Sephadex G-100 de lo diacetilo reductasa de higado de paloma en
sacarosa 0,20 M.

Se suspendieron 50 mgrs de liofilizado aceténico en 3,5 mis de sacarosa 0,20 M.
La muestra se clarificé por centrifugacién a 105.000 X g durante 10 minutos y se
filiré el sobrenadante a través de una capa de papel de filtro ordinario. Después de
tomar una alicuota de 0,25 mls para determinar proteina y actividad en ella, se
cromatografié el resto (2,75 mls) a través de una columna K 25-45 empaquetada
con Sephadex G-100 en sacarosa 020 M de las siguientes caracteristicas: Allura
del lecho del gel 26,5 centimetros; volumen total ocupado por el gel 130,6 centime-
tros clibicos y volumen vacio 77 mililitros.

La cromatografia se efectué en una camara frigorifica a la temperatura de
0-4°C y a una presion hidrestalica de 18 cms.

Se recogieron fracciones de 2,2 mililitros, en las que se analizé la proteina por
extincién a 280 y 260 myy la actividad diacetilorreductasa espectrofolométri-

camenie,

TABLA 7
Resultados de la cromatografia en Sephadex G-100 de un extraclo acuoso de
polvo accténico en sacarosa 0,20 M.

Actividad
Proteinn Actividad pot mgr. de Factor de
N.¢ tubo total total ! Rendimiento proteina ! enriquecimiento
46 0 0 0 0 0
47 0,15 0 0 0 0
418 0,21 0 0 0 0
49 0,90 125 0,58 325 0,14
50 0,14 2337 1,07 205 0,24
51 0,99 336 15 340 0,43
52 0,53 508 233 960 1,14
53 0,90 630 09 700 0,83
54 1,00 650 2,99 650 0,77
55 0,96 423 1,94 545 0,64
56 0,99 296 1,82 400 047
57 1,05 3726 1,70 355 0,42
58 1,17 232 1,06 200 0,24
59 1,11 166 0,76 150 0,18
60 1,08 1404 0,6 130 0,15
61 0,87 783 0,36 90 0,1
62 0,75 355 0,16 50 0,06
63-70 7,00 0 0
Testigo 25,8 21.745 = 8427 —
Recupera-
cidn 115% 19,7 %

' nmoles de diacetilo reducidos por minuto,
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Los resultados obtenidos, que se recogen en la tabla 7 y figura 11, muest

que la recuperacién de la actividad fue muy escasa, del orden del 20 % ’ i
. Eleviar la concentracién de sacarosa en el medio de elucién ol"ret;ia numerosos
inconvenientes derivados de la lentitud, con que por efecto de la viscosidad se d

sarrf)llnn las cromatografias a concentraciones altas de sacarosa en el eluye t‘e ; .
Ia- dificultad de aplicacién de la muestra. Se decidié por ello ensayar el Zorrlne yl .
miento de la diacetilo reductasa durante la cromatografia y posterior liofili i
de las muestras, en tampén fosfato bisédico monopotédsico 1 M pH 6,1. e

700+
Vg
600+
500 X

400+ i

300+

2001

ACTIVIDAD (nmoles reducidos/min) / Fraccion

100

X
; x . - ; . s \"—n
48 48 S0 S52 S¢{ S6 58 60 62 64

Fraccion n?

Figura 11~Cromatografia en Sephadex G-100 de la fraccién

voliimenes de acetona. Eluyente, sacarosa 0,2 M. Fracciones de 22 ml que precipita entre 1,5 y 2,5

8,
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Experimento 2

Paso por Sephadex G-100 de diacetilo reductasa de higado de paloma en
tampén fosfato bisédico monopotdsico I M pH 6,1.

Se realizé en la misma columna y en condiciones idénticas a las descritas; el
gel fue pues equilibrade con tampén fosfato bisédico monopotésico 1'M pH 6,1y la
muestra eluida en el mismo tampén. Se cromatografiaron 2 mls, perfectamente cla-
ros, de una suspensién de liofilizado de la proteina que precipita entre 1,5 y 2,5
voltmenes de acetona. Una alicuota se conservé a 0-2°C para determinar proteina
por el método de Johnson y actividad por el método espectrofotométrico.

En la tabla 8 y figura 12 aparecen los resultados de este experimento. La re-
cuperacién fue del 91 % de la actividad y del 93 % de la proteina.

Se liofilizaron conjuntamente los tubos 29, 30 y 31 per un lado, en los que la
actividad especifica era unas siete veces superior a la de la muestra original, y por
otro los 28, 32 y 33, en los que la actividad especifica era aproximadamente 4,5 ve-
ces superior a la testigo. Analizados tras la liofilizacién volvié a medirse la actividad
especifica, que no varié.

TABLA 8
Desarrollo de la cromatografia en Sephadex G-100 de un extracto acuoso de
liofilizado de la proteina que precipitn entre 1,5 ¥y 2,5 volimencs de acclona

Actividad %o de Ia nctividad
N.9 wbo Proteina otal especifica Actividad total total
21 0 0 0 (1}
22 0,18 13,7 25 0,19
23 0,25 20 50 0,38
24 027 333 9 0,69
25 025 480 120 0,91
26 0,17 2176 370 2,81
27 0,20 2.800 560 424
28 0,20 4400 880 6,65
29 0,19 6.000 1.140 8,67
30 0,19 7.000 1.330 10,1
31 0,21 6.170 1.295 985
32 0,25 4.680 1.170 89
33 0,27 4,000 1.080 8,25
34 0,32 2,781 894 6,7
35 0,35 1.928 674 5,15
36 037 1.621 600 455
a7 0,40 1.200 480 3,65
38 041 792 325 2M
39 0,40 450 170 121
40 a 55 9,00 450 B51 6,45
Testigo 146 900 13.140
Recuperacién 95 e 91 %%
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39.1. Cromatografia en Sephadex G-200 de diacetilo reductasa y otras pr
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Figura 12—Cromatografia cn Sephadex G-100 de la fraccién que precipita entre 15y 25 e
volimenes de acetona, Eluyente, tampén fosfato 1 M. pH 6,1. Volimen vacio = 55 ms. (3 ®
G 150
2 [ ]
El polvo liofilizado fue conservado a —229C y analizado periédicamente du- g
rante tres meses, observandose que la actividad permanecia constante. 100
Q
< °
I11.3.2. Determinacion del peso molecular \
Las experiencias realizadas para la purificacién de nuestras preparaciones, en 501 ®
gel de Sephadex G-100, mostraron que la actividad se eluia en una banda con un /® \
méximo muy aproximado al del dextrano azul, Se consideré por tanto que la diace- ./. o,
tilo reductasa de higado de paloma deberia quedar casi excluida ¥y lener un peso ey T v 80 9'0 100
molecular superior a 100.000. ' 45 S0 60 70 Elucion
Para evitar posibles errores en la determinacién del peso molecular derivados mis. de
de la falta de linearidad entre el tamafio molecular y el Kav en la zona préxima al " \ografia de 1a fraccion que precipita entre 15 y 2,5 volimenes de ace-
. g R A y ma
limite de exclusién del gel (véase grifica 7), se decidié utilizar el tipo G-200 de mnai::g“S;;hﬁiex ({Dzoo Eluyente, tampén fosfato 1 M. pH 6,1.
Sephadex.,
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La cromatografia se efectué a 0-4°C. La presién hidrostatica utilizada fue de
12 cms y el tampén de foslate bisédico monopotasico 1 M pH 6,1. El eluido se

recogid en fracciones de 2,5 mililitros.
En la figura 13 se observa el perfil de elucién de la diacetilo reductasa en

Sephadex G-200 y en la figura 14 la representacién grafica de los Kav en funcién
del peso molecular a escala logaritmica.

0.80;
0,704
0,604

0.501

020 *\\\\
010 o

w |

1x104 2 3 4 56 78091x10° 2
PESOS MOLECULARES

Figura 14.—Determinacién del peso molecular de la djaceti
-1 2 la diacetilo reductasa de higado de pa-
loma por filtracién en gel de Sephadex G-200. (A) Citocromn C; (e} quimolripsingn; (()Od)bogz-

albimina; (X) seroalbdmina; () diacetilo re v i
e I () etilo reductasa; ) lactato deshidrogenasa; (A) y

111.4. Discusion

Los resultados de la 1abla 1 demuestran que la extraccién en agua destilada es
mis eficaz que la lograda con sacarosa 0,20 M y confirman las observaciones de
MartiN y Burcos (1970) sobre la distribucién intracelular de la diacetilo reductasa
de higado de paloma. La eliminacién de la fraccién particulada representa por lanto
un primer paso eficaz en la purificacién de la diacetilo reductasa de higado de pa-
loma, logrdndose con ello multiplicar por un factor préximo a 4 la actividad espe-
cifica con recuperaciones de alrededor de un 100 %.

El comportamiento de la diacetilo reductasa de higado de paloma frente a la
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acetona difiere de la procedente de higado de bévido. MarTIN (1971) logra me-
diante el tratamiento con acetona de los higados de bévido la actividad especifica
mas alta en las {racciones proléicas que precipitan por la adicién entre 1 y 1,5 vo-
limenes de acetona. Con 1,5 vol de acetona precipita précticamente la totalidad del
enzima. Tratando igual el higado de paloma, la adicién de 1,5 vol de acetona no
precipita mas de un 50 % de su diacetilo reductasa, lograndose actividades especi-
ficas maximas en la fraccién protéica oblenida entre 2 y 2,5 volimenes de acetona.
Recogiendo las fracciones precipitadas entre 1,5 y 2,5 voliimenes se logra multipli-
car por 7,1 la actividad especifica, recuperando un 22 % dela actividad total.

La precipitacién con sulfato aménico resulta ineficaz; produce pérdidas muy
considerables de la actividad total y no permite mejorar en ningiin caso la actividad
especifica de los precipitados aceténicos, También en esle sentido la diacetilo reduc-
tasa de higado de paloma difiere claramente de la de higado de bévido, que no es
inactivada por la precipitacién con sulfato aménico.

La precipitacién por sulfato de protamina, de gran utilidad en la purificacién
de 1a diacetilo reductasa bacteriana (STRECKER y HaARARY, 1954), no ha resultade
eficaz en la de la diacetilo reductasa de higado de paloma; un 66 % de esla iltima
precipita ya con un 0,03 % de sulfato de prolamina; este comportamiento sugiere
que se trata de una proteina dcida y es otra caracteristica que la diferencia del en-
zima de higado de ternera, menos sensible al sulfato de protamina (MaRTIN, 1971).

Tampoco la adsorcién con gel de fosfato célcico parece muy eficaz, al menos
en la posterior purificacién de los precipitados acelénicos obtenidos entre 1,5 y
2.5 voliimenes de acetona; la proteina y la actividad diacetilo reductasa son adsor-
bidas de un modo muy similar y aunque podria multiplicarse la actividad especifica
por un factor de 1,5, el enriquecimiento resulta minimo si se liene en cuenta que el
rendimiento es sélo de un 38 %.

La cromatografia de filtracién molecular en Sephadex G-100 resulta en cambio
considerablemente itil, a diferencia de lo que ocurre con la diacetilo reductasa de
higado de bévido (MarTIN, 1971). Es, sin embargo, preciso realizarla en tampén
fosfato bisédico monopotdsicc 1 M pH 6,1, dada la inestabilidad del enzima en
agua, o en concentraciones bajas de sacarosa, o tampén fosfato, y las dificultades de
utilizar en el paso por Sephadex disoluciones concentradas de sacarosa. Mediante el
paso por Sephadex G-100 pueden obtenerse enriquecimientos que supenen la mul-
tiplicacién por 7 de la actividad especifica con recuperaciones préximas al 30 %.

Por todo ello se propone para la purificacién de la diacetilo reductasa a partir
de higado de paloma el siguiente método, que se ejemplariza en la tabla 9 con los
resultados obtenidos a partir de 200 gramos de muestra.

Método de purificacién

1) Obiencién de un homogeneizado en cinco voliimenes de agua destilada
0-4°C) mediante trituracién con un homogeneizador de cuchillas.
g
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TABLA 9
Purificacion de la diacetilo reductasa a partir de 200 grs. de higado de paloma

Actividad Factor de
Proteina Actividad por mg, de chrigueci- Rendi-
total total proteina | miento miento 7 2
Homogeneizado 30.000 750.000 2 — _—
Sobrenadante de centri-
fugacién a 105.000 X g. 7692 730.740 95 EF: 974
_ Precipitado entre 15 ¥
2.5 vls. de acetona 220 148,500 675 7 198
Extraccién acuosa del
liofilizado aceténico 143 121.550 850 34 162
Cromatografiade en Se-
phadex G-100 59 37623 6310 2524 5

! En nmoles de diacetilo reducidos por minuto.

?  Respecto del homogeneizado original.

2) Eliminacién de la fraccién particulada por centrifugacién a 105.000 X g
durante 100 minutos, en una eentrifuga refrigerada.

3) Adicién al extracto de 1,5 voliimenes de acetona a —15°C y centrifuga-
cién a 12.000 X g durante 10 minutos, en una centrifuga refrigerada; descartar el
precipitado y afadir al sobrenadante mas acetona, hasta aumentar la concenltracién
de ésta en el medio a 2,5 volmenes por volumen de muestra, centrifugacién y reco-
gida del precipitado y liofilizacién del mismo. (Puede el liofilizado conservarse va-
rios meses 8 —15°C sin pérdida apreciable de actividad).

4) Resuspensién del liofilizado en tampén fosfato bisédico monopotésico
pH 6,1, 1 M, clarificacién del sobrenadante por centrifugacién a 105.000 X g du-
rante quince minutos y cromatografia en una columna de Sephadex G-100, utili-
zando como eluyente ¢l mismo tampén.

La diacetilo reductasa de higado de paloma es, como la de higado de bévido
y la procedente de las bacterias (Sreckman 1969, Bryn et al 1971, Burcos y
MaRrTIN 1972), muy labil, de manera que para los estudios de cinética enzimdtica
resulta imprescindible estabilizar las disoluciones, manteniéndolas en concentra-
ciones de sacarosa 1,5 M.

De la figura 14 se deduce que el peso molecular de la diacetilo reductasa es del
orden de 110.000. Burcos y MarTin (1972) sugieren la existencia, al menos, de dos
formas moleculares distintas en la de higado de bévido, una de peso molecular
26.000 y otra de peso molecular 72.000 (monémero y trimero) en equilibrio proba-
blemente regulado por la fuerza iénica del medio. GABRIEL et al (1971) obtienen
también por cromatografia en CM Sephadex no menos de dos picos de actividad,

En este trabajo no se ha observado ningiin fenémenc similar. Las condiciones
experimentales en las que se ha determinado el pesc molecular son desfavorables,
de acuerdo con la hipétesis de Martin y Burgos, a la formacién del trimero. Si la
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diacetilo reductasa de higado de paloma se comportara del misme modo, serfa ne-
cesario admilir que la forma monomérica tiene un peso molecular de 110.000, lo
que representaria una diferencia muy considerable entre los dos enzimas. La forma
de la grifica 13 no deja lugar a dudas respecto a la no existencia de dos estados de
asociacién del enzima a la molaridad del tampén utilizado, frente a lo que ocurre
en la de higado de bévido. No se puede descartar sin embargo la posibilidad de que
se trate de un letrimero y de que el equilibrio monémero-polimero obedezcan a cons-
tantes diferentes a las que lo regulan en la procedente de higado de bévido.

CAPITULO IV

ESTEQUIOMETRIA DE LA REACCION CATALIZADA. ESPECIFICIDAD DE
SUBSTRATOS. REVERSIBILIDAD. COFACTORES E INHIBICION POR SUSTANCIAS
NO ANALOGAS DE LCS SUBSTRATOS

IV.l. InThRODUCCION

Existen dos razones fundamentales que obligan, en un estudio de la naturaleza de esta tesis,
a comprobar la estequiometrfa de lz reaccién considerada. De un lado, la existencia en las aves
de miés de una reaccién que transforma el diacetilo en acetoina, la diacetilo reductasa, a la que
ge refiere este trabajo, y la diacetilo mutasa descrita por GREEN y col. (1947} y posteriormente
identificada con la piruvate oxidasa por ScHWEET y eol, {1951) y Juni y HEym (1956). De otro
lado, la presencia en las preparaciones no purificadas de tejidos animales de otros enzimas que
catalizan reacciones NADH-dependientes, cuya actividad podria oscurecer la interpretacion de
los datos cinéticos que se proyectaba obtener y a los que se refieren los capftulos siguientes a este,

El estudio de la especificidad de substratos resulta también sumamente conveniente si se
tiene en cuenta que:

a) Existe cierta discrepancia entre los datos publicados para la/s diacetilo reductasa/s
de higado de rata (GABRIEL y col. 1971) e higado de bévide {Burcos y Mantin, 1972). Mientras
los primeros autores sugieren que el enzima de higado de rata podria ser primariamente especi-
fico para substratos distintos del diacetilo, los Gltimos presentan datos que demuestran que el
de higado de ternera tiene una gran especificidad hacia el mismo.

b) Los dos grupes admiten que sus preparaciones utilizan como donadores de hidrégeno
tanto el NADH como el NADPH, pero ne han investigado si ambas actividades corresponden
a dos diacetilo reductasas, una NADH y otra NADPH dependientes.

¢) Las descripciones hasta ahora conocidas de las diacetile reductasas y butilenglicol des-
hidrogenzsas animales concuerdan en afirmar que se trata de dos enzimas distintos; en el mundo
de los microorganismos, sin embargo, STRECKER v Harary (1954) admiten también la existencia
de dos enzimas diferentes que catalizan uno Ia reduccién de diacetilo a acetoina y otros la de
acetofna a butilénglicol, pere Junt y Hevym (1957) v Bayn y col. (1971) alirman que un solo
enzima cataliza ambas reacciones,

Los estudios de In estequiometria de la reaccién y la especificidad de substratos con pre-
paraciones muy purificadas, como las que se cbtienen por el procedimiente descrito en el capitu.
lo I1I de esta tesis, pueden contribuir a aclarar algunas de estas discrepancias.

Si se exceptitan los datos obtenidos por GABRIEL y col. (1971) con preparaciones poco puri-
ficadas de higado de rata, todos los autores que hasta ahora han estudiado la reaccién catalizada
por la diacetilo reductasa concuerdan en que es irreversible. Desde un punto de vista tedricd,
sin embargo, resulta sumamente dificil admitir la irreversibilidad de cualquier reaccién enziméd-
tica, por lo que se ha considerado conveniente reexaminar también este extremo con las prepa-
raciones de higado de paloma.
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IV.2. MATERIAL Y METODOS

Determinaciones de NADH, diacetilo y acetoina

El NADH se delerminé espectrofotométricamente por su extincién a 340 m .
Para las determinaciones de acetoina se utilizé el método de WESTERFELD (1945)
con inclusién de patrones internos. Para las de diacetilo, la técnica de Owapgs y
Jarovac (1963) sin destilacién previa; en los experimentos encaminados al estudio
de la reversibilidad en presencia de cantidades elevadas de aceloina, se siguié la
modificacién descrita por MARTIN y Burcos (1972).

Determinacion de actividades enzimiticas

Diacetilo reductasa.~Fue determinada por la técnica que se describe en el
capitulo II.

Butilénglicol deshidrogenasa.—Se midié por andlisis espectrofotométrice de los
cambios en la extincién a 340 m g1, del siguiente modo:

Cubeta muestra: Preparacién enzimética. Tampén fosfato bisédico monopo-
tasico pH 6,1, 0,15 pmoles, acetoina 30 pmoles y NADH 0,6 jpmoles. Volumen
total, 3 mls.

Cubeta referencia: Los mismos reactivos en igual cantidad, con omisién de la
preparacion enzimdtica.

NADH deshidrogenasa.—La actividlad NADH deshidrogenasa fue calculada-

también por los cambios de extincién a 340 mp debidos a la oxidacién del NADH
a NAD.

IV.3. ResuLTaDOS

IV.3.1. Estequiometria

La estequiometria de la reaccién se estudié sobre preparaciones parcialmente
purificadas por precipitacién aceténica. Fue por ello necesario comprobar que ca-
recian de actividad butilénglicol deshidrogenasa y NADH oxidasa que podrian os-
curecer los resultados,

a) Demostracion de la ausencia de actividad butilénglicol deshidrogenasa y
NADH oxidasa en las preparaciones enzimaticas.

Se preparé para ello un extracto acuoso del liofilizado del producto del frac-
cionamiento aceténico, en el cual se ensayaron las actividades butilénglicol des-
hidrogenasa y NADH oxidasa, tal como se indica en el apartado 2 de este capitulo.

En los ensayos espectrofotométricos no se aprecié ningiin cambio en la absor-
bancia a 340 mp durante los 15 minutos en que se mantuvieron las mezclas en el
bloque de cubetas del espectofotémetro.

b) Relacién entre el consumo de diacetilo y NADH y la produccién de
aceloing,
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Se preparé una disolucién de diacetilo, que contenia 38,4 jmoles en 10 mls de
agua destilada (determinada por el método de Owades y Jnktfvac), y otra. de NADH
en tampén fosfato bisédico monopotdsico pH 6,1, 0,05 M de igual molaridad que la
de diacetilo, calculada por su extincién a 340 myp .

En los 10 mls de solucion de NADH se suspendieron 13 mgrs de liofilizado del
producto del fraccionamiento acelénico, al que se refiere el apartado a) y se et
ticron, junto con los 10 mls de la disolucién de diacetilo, en.un frasco de 50 milili-
tros, que se cerré herméticamente con un tapén de goma fécilmente perforable y se
sumergié en un bafio termostético a 25°C, anotdndose el tiempo.

A lo largo del experimento se retiraron peridicamente muestras de 1 rﬂl con
una jeringa de precision (Hamilton). En 0,5 mls se midié la concentracién ‘de
NADH por su extincién a 340 m 2, longitud de onda en la que no absorben préc-
ticamente ni el diacetilo ni la acetoina, y en los otros 0,5 mls se determiné la de
diacetilo por el mélodo de Owades y Jakovac.

Al cabo de 80 minutos se habia consumido todo el diacetilo y todo el NADH.
En el residuo se determiné acetoina por el método de Westerfeld.

Los resultados obtenidos aparecen en la tabla 10 y muestran que por cada mol
de diacetilo reducido se oxida uno de NADH y se produce uno de acetoina. En la
figura 15 se puede observar el paralelismo existente entre la reduccién de un subs-

trato y la oxidacién del otro.

TABLA 10 y
Reduccién del diacetilo, oxidacién del NADH y produccién de acctoina

DIACETILO NADH molcts i
i onsumido Residual Consumido acctoina
1(-:':?:1”;) (l:f::g:::;l) (i p'.‘moles) ( !Lmolcs) { p_moics) producidos
0 38,4 0 384 0 (—)
3 20,6 178 20,6 178 {(—)
6 14,7 23,7 128 25,6 (=)
12 84 30 74 3l (—)
20 33 35,1 32 352 (=)
39 13 37,1 1,2 37,2 (—) -
60 0.6 37.8 02 38,2 (=)
80 0 384 0 38,6 39,1

(—) No determinados.

Condiciones de ensayo: Volumen total, 20 mls; temperatura, 259C; p'H 6,1;
preparacién 13 mgrs de la fraccién protéica que precipita entre 1,5 y 2,5 volimenes

de acetona.
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IV.3.2. Reversibilidad

A partir de preparaciones con una actividad en el sentido de diacetilo a acetoi-
na d; 2'40 nmoles de .diacelilo reducidos por minuto se midié la actividad en el
:fz:d: 11\;1;1;5: D};K:i) (;ll .mcremento de absorbancia a 340 myt que produce la reduc-

Condiciones de ensayo:

Cubeta muestra: Tampén fosfato bisédico monopotdsico pH 6,1, 0,15 jtmoles
acetoina y NAD variables (60, 120, 370, 720 y 15, 30 pmoles res,pe::tivamente).,
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Como preparacién enzimilica se utilizé liofilizado de la fraccién protéica que pre-
cipita entre 1,5 y 2,5 voliimenes de acetona. Volumen total en la cubeta, 3 mls.

Cubeta referencia: Como la anterior omitiendo la aceloina.

Durante los diez minutos que duré el ensayo no se registré ningiin cambio en
la absorbancia a 340 myt , a pesar de utilizar concentraciones de acetoina hasta
24 veces mis elevadas que las de diacetilo habitualmente usadas en los ensayos y
de NAD hasta 50 veces superiores a las de NADH. Las muestras se incubaron
durante 12 horas a 24°C. Las determinaciones de diacetilo por el método de Owades
y Jakovac (sensible a 0,15 it moles/ muestra) frente a un blanco sin enzima, fueron

en todos los casos negativas.
Las mismas preparaciones fueron incubadas durante 12 horas a 0°C en pre-

sencia de metasulfato de fenazina (0,5 mgr), nitroazul de tetrazolio (1 mg) 12t moles
de acetoina y 15 gmoles de NAD en 4 mls de tampén pirofosfato sédico 0,5 M
pH 9, siguiendo el procediriento descrito por Gabriel y col. (1971). Una alicuota
sin enzima fue incubada en las mismas condiciones y utilizada como testigo. El
diacetilo fue determinado por el método de Owapes y Jakovac, modificado por
MaRTIN y Burcos (1972), detectindose pequefias cantidades de diacetilo en los
blancos sin enzima (alrededor de 0,18 jt moles/muestra) y significativamente ma-

yores en las muestras (0,49 jumoles).

1V.3.3. Especificidad de substratos

Se ha estudiado la especificidad de la reaccién para el substrato aceptor de H,
sustituyendo el diacetilo por sustancias quimicamente anélogas. La actividad fue
seguida por los cambios de absorbancia a 340 my. que produce la oxidacién del
NADH a NAD, utilizando el sistema descrito en I1.2.5.

La especificidad para el donador de H se estudié sustituyendo en el método
ordinario de ensayo el NADH por el NADPH.

Los resultados de este experimento ponen de manifiesto que el diacetilo no
puede ser sustituido por ninguna de las sustancias ensayadas; en cambio, si pvede
sustituirse el NADH por el NADPH, aunque la actividad enzimatica disminuye en
un 32 % (tabla 11). ;

Se utilizé como preparacién enzimética una suspensién de liofilizado de la
proteina que precipita entre 1,5 y 2,5 voliimenes de acetona.

33.1. Actividad diacetilo reductasa con NADH y NADPH en las distintas elapas
de purificacién

Los resultados del experimento anterior ponen de manifiesto que las prepara-

ciones enziméticas purificadas por precipitacién aceténica utilizan también el

NADPH como donador de H en la reaccién catalizada por la diacetilo reductasa,

aunque con menor eficacia. Este hecho obliga a pensar en dos posibilidades: a} exis-
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:]encit:l de dos sislemas enzimdlicos distintos que reducen el diacetilo Y usan como
onador de H uno el NADH y otro el NADPH; b) que se trate de un solo sistema

enzimatico que utilice indistintamente ambos donadores de H

TABLA 11
Especificidad de substratos

Sustancias andlogas Substrato donador de H.

del substrato (10 mM) 0,2 mM) Actividad !

Diacetilo

Hexano -2.5-diona NA»DH =
Acetona » 0
Acetil acetona. » 3
Dietil - cetona » i
Acetoina » 0

. celgglutaralo » 0
Diacetilo NADPH 17(2),8

! nmoles de NADH oxidados por minuto.

dadaSeNTB;ilden;; ApDorP ]I.;) tanlo, conveniente comprobar la evolucién de las activi
y dependientes en las distintas i i6 -
lo que se procedié del siguiente modo: e P
. SSE t:tura;‘;n Bngs. de higado (.le paloma en un homogeneizador de cuchillas
. ;ra;,é.d o: mis de agua destilada. E! homogeneizado resultante se filirg
5 e 4 capas de gasa. En una alicuota del filtrado se analizé la actividad di
ceti olredu;:tasa con NADH y NADPH, segiin se ha descrito N
0 mls de homogeneizado acuoso se i .
: centrifugaron a 105.000 X g. du
08 : £ : t
I100 I!}Il.l:lllos y se r.etlro una alicuota del sobrenadante para determinar iggualr:::t:
dal sl,zu\q :.cilfdmc?ulo reductasa con NADH y NADPH. El resto del sobrenadante
centrifugacién anterior se precipité con 1,5 voli
ey . olimenes de acetona y se cen-
X g durante 15 minutos, El depésito se d 6
se afiadié mas acetona, hasta una conce i6 e
i ntracién de 2,5 voliimenes/vel de medi
El precipitado fue recogido por centrifugacién, liofilizado y analizado del mi =
modo que las preparaciones anteriores. —
- lasUmfs mgrs de al? I?oﬁlizado se pasaron por una columna de Sephadex G-100
ensayé::sma? cara.ct.ti;’lsdhzas que las descritas en el apartado 3.1.7. del capitulo 111
ose la actividad diacetile reductasa en a , ’
quellos tubos en qu i
ment; acllta c;)mo para que las determinaciones fuesen fidedignas L
odas las operaciones para | i6 . i
L At para la obtencién de las muestras se realizaron a tem-
Los resultados obtenidos figuran en la tabla 12.
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TABLA 12
Actividad diacetilo reductasa con NADH y NADPH en las distintas
etapas de purificacién

Actividad Actividad Relacién
Etapa con NADH ! con NADPH ! NADH /NADPH

Homogeneizado acuoso 25 17.9 1.39
Centrifugacién a 105

X g. durante 100 minutes 90 64,2 14
Fraccién aceténica entre 15

y 2,5 vol./vol. muestra 1255 110 1.385
Paso por Sephadex G-100 21,5 43 0.53

1 En nmoles de diacetilo reducidos por minute.

1V.3.4. Participacidn de cofactores
Gran niimero de oxidorreductasas, como la D-hidroxidcido deshidrogenasa,

lactato deshidrogenasa, alcohol deshidrogenasa y butilénglicol deshidrogenasa, uti-
lizan iones metlicos como cofactores y son por tanto inactivadas por dialisis o adi-

cién de diversos agentes quelantes.
Con objeto de comprobar si la diacetilo reductasa de higado de paloma precisa

o no de cofactores metdlicos, se realizaron las experiencias que se describen en

los siguientes apartados.

34.1. Efectos de la didlisis

Se suspendieron 5 mgrs de polvo aceténico en 10 mils de tampédn fosfato
bisédico-monopotasico 1 M pH 6,1. Cinco mls de suspensién enzimética se dia-
lizaron en un tubo de celofdn «Visking»; la diélisis se realizé, en continuo, a 0-4°C
contra 5 litros del mismo tampén a un flujo de 500 mls/hora. Los otros 5 mis de
preparacién se utilizaron como testigo, manteniéndose durante todo el experimento
a la misma temperatura que la muestra. ]

Cuando se dio por finalizada la dialisis se analiz la actividad diacetilo reduc-
tasa en 0,5 mls del dializado y en otros 0,5 de la preparacién testigo. Los resulta-
dos obtenidos mostraron que no hubo pérdida de actividad por la didlisis.

342. Influencia de diversos quelantes sobre la actividad diacetilo reductasa

Se prepard una suspensién de liofilizado aceténico en tampén fosfato 0,1 M
pH 6,1 (025 mg/ml) de la que se pipetaron fracciones de 1,5 mls a dos series
de tubos de ensayo que contenian, unos 0,5 mis de agua destilada y otros 0,5 mls
de una disolucién de diacetilo en agua destilada (60 jtmoles/ml). Se afiadieron a
continuacién 0,5 mls de una de las siguientes soluciones gquelantes: EDTA, dcido
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oxilico, pirofosfato sédico, cupferrén, tiourea y dcido salicilico, a la concentracidn
de 6 X 10-3 M,

Cada una de las muestras se mantuyo durante 30 minutos en un bafio de hielo,
al cabo de los cuales se ajiadieron 0,6 temoles de NADH y 30 jtmoles de diacetilo
a las muestras que no lo contenian previamente, se ajusté el volumen a 3 mls con
agua deslilada y se determiné espectrofotométricamente la actividad diacetilo reduc-
tasa. Durante el experimento se realizaron tres controles, en los que la disolucién
de quelante fue sustituida por agua destilada.

No se observaron diferencias significativas entre la actividad diacetilo reduc-
tasa de las muestras incubadas en presencia ¥ en ausencia de diacetilo. En la
tabla 13 se recogen los valores medios de las determinaciones de actividad.

34.3. Inhibicién por el dcido salicilico
A) Caracteristicas de éste como inhibidor reversible

El examen de los resultados de la tabla 13 ¥ los obtenidos en las experiencias
de didlisis puso de manifiesto la conveniencia de establecer la naturaleza de la in-
hibicién por el dcido salicilico. Al objeto de dar a los datos cinéticos el tratamiento
correcto, se investigé antes la naturaleza reversible o irreversible de la inhibicién;
para ello se realizaron tres tipos de experimentos: 1} Estudio de la incubacién en
presencia del inhibidor; 2) influencia de la dilucién sobre la actividad enzimatica
de preparaciones incubadas con inhibidor y 3} comparacién de la actividad antes
y después de la diélisis de muestras tratadas con el inhibidor.

TABLA 13
Influencia de algunos quelantes sobre la actividad diacetilo reductasa

% de la actividad

Concentracién final Actividad ! control
Control 180
EDTA h 1X10-* M. 180 100
Acido oxélico » 145 805
Pirofosfato sédico » 180 100
Cupferrén » 152 84,4
Tiourea » 175 972
Acido salicilico » 110 61,1

! En nmoles de diacetilo reducidos por minuto.

Experimento 1. Efectos de la incubacién

A 3 mis de una disolucién de polvo aceténico en sacarosa 1,5 M se afiadieron
otros 3 de una disolucién (6 mM) de inhibidor en el mismo disolvente. La mezcla
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se incubd a 0°C. Se ensayaron 0,5 mls de la preparacién de enzima-inhibidor a
los tiempos que aparecen en la gréfica 16, . -

Una muestra patrén sin inhibidor se mantuvo en las mismas condiciones y se
efectuaron controles de actividad a lo largo del tiempo, para compensar cualquier
pérdida de actividad, si la hubiera, o para constatar la estabilidad de la misma.

Los resultados obtenidos aparecen representados en la figura 16.
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TIEMPO DE INCUBACION (min}
Figura 16~Inactivacién de la diacetilo reductasa de higado de paloma por el acido sali-

cilico (3 mM.). Efectos de la incubacién a 0°C.

Experimento 2.  Efectos de la dilucién sobre la actividad en preparaciones incu-
badas en presencia y en ausencia de deido salicilico.

La muestra de enzima-inhibidor fue incubada a 0°C, durante 35 minutos, Tl‘a.l‘is-
currido este tiempo, se analizaron 1, 0,8, 0,6, 0,4 y 0,2 mililitros de la preparacién
en un volumen final de 3 mililitros.
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El mismo proceder se siguié simultdneamente en un blanco sin inhibidor. Los
resultados de los anilisis se representan en la grifica 17,

80-

80 . /

ACTIVIDAD

X
20- /
«®
(3]
40,
301
} 4
2 "
E 20- « /
Q
b, /
10+ X
/ LEI]
0 02 04 06 O:B _;

Mls, de preparacion enzimatica

_Figura 17—Efecto de la dilucién sobre la actividad diacetilo reductasa de preparaciones
enzimaticas incubadas 35 min. a 0°C. en ausencia (E) y en presencia (EI) de acido salicilico 3 mM.

Experimento 3. Didlisis

Un ml de la preparacién enzima-inhibidor en sacarosa 1,5 M se transfirié a
un tubo «Visking» y se dializé contra 100 volGmenes de sacarosa 1,5 M. La dialisis
fue discontinua, cambiando dos veces el liquido de diélisis en un periodo de 9 horas.
Al cabo de este tiempo se analiz6 la actividad enzimatica de la preparacién dializa-
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da y de una muestra sin inhibidor, mantenida durante el mismo tiempo en circuns-
tancias idénticas. La preparacién inicial presentaba un porcentaje de inhibicién
del 64 %. Tras la dialisis se recuperé el 100 % de la actividad control.

B) Estudio cinético de la inhibicion por el dcido salicilico

El mecanismo de inhibicién del dcido salicilico respecto al diacetilo y al NADH
ha side estudiado utilizando las siguientes concentraciones de substratos e inhibidor.
Efecto inhibidor sobre el diacetilo: Concentracién de NADH 0,2 milimolar diace-
tilo variable entre 0,8 mM y 5 mM, dcido salicilico variable entre 0,625 y 5 mM.
Efecto inhibidor sobre ¢! NADH: Diacetilo fijo 5 mM, NADH variable entre
0,10 mM y 0,40 mM e inhibidor variable entre 0,625 y 5 mM.

La concentracién exacta de las disoluciones de diacetilo se comprobaron colo-

60+

50; /
40 /
/

30+

-4 5 10
1/ INADH) (1073M)

Figura 18.—Inhibicion de In diacetilo reductasa de higado de paloma per el dcido salici-
lico. Representacion de 1/v (nmoles/min.) en funcién de 1/{NADH ). Concentraciones de dcido
salicilico: 10-0) 5 mM; (A—A} 25 mM; (A—4A&) 125 mM; (D - @) 0,625 mM;: (e-0) 0.
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:'in::i:Encm;;;ne por el método de OwapEs y Jakovac y las de NADH par su ex- 1V A4 DiscustoN
6na340my.
Los ensayos de actividad se realizaron en las condiciones habituales de T2 El examen de la tabla 10y de la figura 15 deja pocas dudas respecto & la nat
pH y molaridad del tampén. ’ raleza de la reaccion estudiada. Las preparaciones utilizadas no tienen actividad
acetato deshidrogenasa que pudiera inducir a error en la interpretacién de los resul-
tados si operase en conjuncidn con el sistema diacetilo mutasa (véase MARTIN,
1971), por el que el finico esquema imaginable que da cuenta de los cambios en la
concentracién de diacetilo, NADH y acetoina, es la reaccién diacetilo reductasa:

1304

CH; - CHOH - CO-CH; + NAD

CHz-CO -CO-CHy + NADH:

De la tabla y figura citadas puede deducirse directamente también que en las
100; condiciones del ensayo la reaccién se comporta como irreversible, pues no se alcanza
un equilibrio detectable de substratos y productos; desaparecen de la mezcla de
reaccion la totalidad del diacetilo y el NADH y se llega a concentraciones de produc-

tos correspondientes & una conversién mol a mol.
o La posibilidad de que el equilibrio estuviese muy desplazade a favor del sentido
) / diacetilo-acetoina fue investigada en los experimentos descritos bajo el tilulo de

reversibilidad. Los resultados obtenidos en ausencia de colorantes ponen de mani-
fiesto que si la reaccién fuese reversible, el equilibrio se establecia a concentraciones

/ e ] de diacetilo y NADH indetectables por los procedimientos de andlisis utilizados,
X / siendo la razén de equilibrio (NADH)/(HAD) inferior 2 1/600 y la de (diacetilo)/
404 3 @ (acetoina) inferior a 1/400. Los datos procedentes de las incubaciones en presencia
/ o/ ® / de metasulfato de fenazina y nitroazul de tetrazolio sugieren que la imposibilidad de

o y / detectar actividad en el sentido inverso se debe a los valores minimos de Keq, puesto

/ ‘/ ~ /. que demuestran que en estas condiciones se da cierta conversion enzimdtica de
/ e/ — o acetoina a diacetilo, probablemente porque el metasulfato de fenazina y el nitroazul
— 2 de tetrazolio reoxidan en NADH formado manteniendo siempre el equilibrio en
términos més favorables al funcionamiento de la reaccién en sentido inverso. Ga-

v - —_ BRIEL y col. (1971) observaron el mismo efecto con preparaciones de higado de

2 4 8 12'25 rata, pero el valor de sus datos queda, en cierta medida, reducido por la escasa

pureza de sus preparaciones.

La diacetilo reductasa de higado de paloma es, como la procedente de higado
2l 1 s s e b sy s s | s 1 vt (20 baraions) o ot st s oo et pr
salicilico: (x-x) 5 mM: (O - 0) 2.5 mM: (A-A) 1.25 s .‘0 .ua:e:; 02)5, Cﬂn'cenl_rncmncs de dcido geno: la-ce‘ll o'( -3 bulano lona.) no pre. e ser sustituldo como su slra'lo por la

10,625 mM; fe-e) 0. acetona, butilénglicol (2-3 bulanodiol), dietilcetona (pentano-3-ona), acetilacetona
(pentano-2-4-diona), hexano-2-5-diona o a-cetoglutarato, Las preparaciones utili-
i zadas admiten en cambic como donador de Hidrégeno tanto el NADH como el

1/ {DIACETILO) (M x 107%)

precilf:i(t,;nznl:::p;rsm;mzn ;l:,zc::l'::;ca sedutilizé licfilizado de la fraccién protéica que NADPH. La relacién de actividlad NADH/NADPH (.iependienle es constante a lo
St 5M’_ » nes de acetona por volumen de muestra, disuelto largo de las primeras etapas del proceso de purificacién, pero se altera .duranle el
Los r&su,lla dos do cote DN ol paso por Sephadt.:x G-100, lo que consl{luye. un d.atf) en favor de la existencia en

e lpe ento han sido representados por el método gri- nuestras preparaciones de dos formas enziméticas distintas.
Y VESTLING, lal y como aparecen en las figuras 18 y 19. La dilisis contra tampén fosfato 1 M. pH 6,1 y la filtracién en gel de Sephadex
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G-100 utilizando como eluyente el mismo tampén (véase apartado [11.3.1.7.) no
inactivan perceptiblemente al enzima, lo que demuestra que, de ser necesario algiin
cofactor melilico para la actividad, debe estar muy fuertemente ligado a la proleina,
formando un metaloenzima. Como tal se comportan muchas otras deshidrogenasas
dependientes del NAD, como la alcohol deshidrogenasa de levaduras (VALLEE y
Hocu, 1955), de higado equino (VaLLee y Hocii, 1957) y de higado humano
(WARTBURG y VALLEE, 1963; BETHUNE y col., 1963), la lactato deshidrogenasa de
misculo de conejo (VALLEE y WaACKER, 1956), la malato deshidrogenasa de cora-
z6n de cerdo (Harmison, 1963) y la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa de di-
versos origenes (KELETI y col., 1962).

Los estudios de inhibicién con quelantes muestran que, a la concentracién
de 1 mM, el EDTA, el pirofosfato sédico y la tiourea no inhiben la reaccién diace-
tilo reductasa, pero si el acido salicilico (40 %) y en menor grado el dcido oxdlico
{20%) y el cupferrén (15 %). Este efecto inhibidor puede no ser debido a una
accién quelante propiamente dicha, puesto que no existe relacién entre las constan-
tes de estabilidad de los posibies quelatos y los porcentajes de inhibicién ohservados
(véase Dawson y col., 1969, pags. 423-434). Se ha descrito, por ejemplo, que el
acido oxilico inhibe competitivamente a la lactato deshidrogenasa de musculo car-
diaco y a la succinato deshidrogenasa (Dawson y col., 1962, pég. 157); el acido
salicilico inhibe a la D-aminodcido oxidasa por tres mecanismos que nada tienen
que ver con su accién quelante, compitiendo simultdneamente con el coenzima, con
el substrato y con &l propio enzima, lo que «presenta un buen cjemplo de una situa-
cién que es probablemente mds comin de lo que generalmente se cree» (WEBS,
1963, pag. 90).

Las experiencias realizadas para comprobar el tipo de inhibicién de la activi-
dad diacetilo reductasa por el 4cido salicilico muestran que: a) el efecto inhibidor
es completo a «tiempo cero», sin cambios apreciables en los siguientes 30 minutos
de incubacién; b) la dilucién de las muestras incubadas con inhibidor d4 represen-
taciones no lineales de la velocidad en funcién de la concentracién de enzima;
c} la inhibicién desaparece por completo y facilmente al retirar el 4cido salicilico
por didlisis; d) las representaciones de la inversa de la actividad diacetilo reductasa
obtenida a concentracién fija de NADH o diacetilo y variable de cido salicilico
y diacetilo o NADH, en funcién de 1/(substrato variable) o de la concentracién de
inhibidor, dan en todos los casos lineas rectas, que se corlan en el segundo cuadrante.

Estos resultados corresponden a los que cabe esperar de una inhibicién rever-
sible no-competitiva, pero también podrian ser debidos a la interaccién del quelante
con algiin ién melélico imprescindible para la actividad enzimitica, siempre que el
equilibrio se alcance muy rdpidamente y la constante de estabilidad del complejo
metal inhibidor sea muy baja. Aunque estas caracteristicas son muy poco concor-
dantes con un efecto de quelacion, no puede descartarse que la diacetilo reductasa
sea un melaloenzima, lo que por otra parte requeriria estudios en un amplio rango
de pH; se conocen casos, como los de la catalasa y la peroxidasa, en los que la
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eliminacién del ién metilico, imposible a pH neutro, es ficil en medio cido; lo
mismo sucede con la « -amilasa, en la que el EDTA no es capaz de arrancar el
Ca a pH 7-9, pero si a pH 4 u 11 (Fiscugr y STEIN, 1960). )

Se concluye, por tanto, que la diacetilo reductasa de higado de paloma Do
requiere la adicién de cofactores metélicos, pero no se descarta que en 'la reacc‘l.on
que cataliza participe algiin eatién ligado muy fuertemente a la fraccién protéica
y no retirable por dialisis ni por filtracién en Sephadex G-100.

CAPITULO V.

PARAMETROS CINETICOS Y TERMODINAMICOS: MECANISMO DE REACCION

V.l [NTROBUCEION

La propiedad mds esencial de los enzimas es lo catdlisis .dr cjer_tas rn‘-uc;:mm's. bl."q;"]."?]f]‘f:
A diferencio de las rescciones quimicas mds comunes, !ns l:|«u|u_l!mcas sue vnrw rls« ‘.l-,:::.a,.,;-
no sélu por la concentracion de substralos y‘lrrl)tlllctus. sino mmb_lcn iv n.las.prn u?(u‘;::m ;,.c!.,".
la presencia de una muléculn| protéica espeeifica. ol enzima, que idealmente no st

I H 3 4 3 )] .
sucu‘-Ij::g,lalg:‘ul(?i::ﬂz'i:,:'é:liﬁlasb:.;nstilu)vn uno de lus iuslrumcnt.us mds poderosos con c[ua-'cu;-r:::
la Bioquimica, tanto para elucidar ¢l bnuicar_xismu y lns propicdades de las reacciones enz
i r imporiancia bioldgica. . ' ]
1|cu5'E°':’r:;' 2::‘:‘:?;;:;::1'3; una rcacci(’:n"unzimélicn se pueden dislingu!r dos |tt:l‘l(}df)5 :::::,)
licamente fundamentales: En la fase inicial, gcm-rnlrm'-nlc muy corta (periodo preestacion ol
la cuncentraciin de los complejos enzima-substrato asciende .clcsdu Ccm.hustt‘l alic;mz.u: l:':c::,d(,
méximo que permanece constante durante un intervalo ‘du ticmpn rcllunw?mt lﬂf;.l .m.v ,,,Irci“nm
estacionario). Aunque ol estudio de la cinética dvl'pvrmdu preestacionarin puede p.":zﬂcs pe!
datos muy valiosos, el investigador se enfrenta en €l con graves prgb]en{:}s lnsllruan ‘mm[;i“m
la deteccion de intermediarios y la determinacion cuantitativa c!e lns cambios en la CUI’lCtb rackn
de los mismos a lo largo del tiempo, que todavia no han p(ld.ldu ser resueltus en un 1‘.11,-n.d y
mera de rencciones enzimaticas, Estos prublcmasz son d.e dos tipos 'fundamcnil)nles: LAI'EL:;SI En
de disponer de un sistema analitico, capaz de distinguir entre enzimas y Sl'l‘s"?m;sml,,-zn]ﬂ: "
forma de complejos y la dificultad de registrar los cumbu?s. de concentracion en inte
tiempo extremadamente breves (generalmente del l)l’l](.'.l'l de milisegundos). =

El estudio del estado estacionario e¢s menos cxlgcm.u en estos dos nsp.e[;:lus, pu:* g?undn)
mayor parte de los datos ciné\ic:ins de las rencciones enzimdticas que han side (y estdn

ni s refieren a este periodo. | .
Ublu;:l“(sl%E::Jfl-gl;in:pirulnr?a fundamental con que se lropicz.st en estos estudios rndlcf;).en !n
necesidad de efectuar la medida de ln velocidad de o reaccidn, t.mtcs de que los acam. s en
la concentracién de substratos y producios modifiquen las co_ndlcmnes' de eslflt{o.L;.Enc(;c:nnr:n,
determinando las llamadas velocidades iniciales. En este sentido, velibc!dfldcs inicia t,S' de es‘u-
do estacionario, deben entenderse todos los rr:'su]mdos referentes a sctividades enzimaticas ex-

g n ¢ ssis, salvo indieacién en contrario. . ]
IMLS"L:‘: Lvll-l‘;asc:iad:c?lijc las reacciones enzimdticas estda influida por d_i)rcrsos pardmetros ::x]}erl-
mentales, entre los que cabe citar como mds importante !n (f()flccnlracmn de substr.at:;? ]y Ltn?u;m,
la temperatura, el pH. la presencia de uclivndur.cs ¢ inhibidores y la constan.u. ie e:c.rlcl 0)5(
fuerza ionica del medio. En este capitulo se estudian los efectos de algunos de estos pardmetr
sobre la actividad diacetilo reductasa.
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A} Concentracion de enzima

En la mayeria de los casos la velocidad de una reaccién enzimética es proporcional a la
coneentracién de enzima, obedeciendo a [a expresion V=K (E). En la practica esta relacion
se cumple sélo bajo condiciones ideales: ausencia de activadores ¢ inhibidores, concentracidn
suficicnte de substrato/s para ne actuar limitandoe la velocidad y método adecuado de estima-
citn de ésta. .

Las representaciones de V en funciin de (E} cuando estas condiciones se cumplen deberdn
dar lineas recias que pasen por ¢l origen.

B} Concentraciin de substrato

En las reacciones monosubstrato los efectos de la concentracion de substrato sobre la ve-
locidad inicial vienen dados por la ecuacidn de MicHakiis y Mestes, basada en el supesio
de que el substrate forma un complejo con el enzima que se disocia rdpida ¢ irreversiblemente
a enzima libre y producto.

(EC. V.I.) Vm;u:
1 4+ Km/s

donde Vmix es la velocidad maxima, que suele alcanzarse a concentrecién infinita de subsirato,
y Km la constante de MiciatLs, operacionalmente definida como la concentracion de substrato,
a la que la velocidad de reaccion es la mitad de lo méxima.

Redistribuciones de esta ecuaciin permiten obtener representaciones lineales para el cileulo
de Vmix y Km, tales como las de Haxes (1932), Liseweaves-Buns (1934) y HorsTee (1959},

La mayor parte de las reacciones enzimaticas, como la catalizads por la diacetilo reductasa
son del tipp A + B =P + Q, ¢n las que imervienen dos substratos, lo que exige la utilizacién
de otros tratamientos.

La mecinica de Micnaenis he side aplicada por Hatnase (1930) a reacciones enziméticas
con dos substratos que forman complejos ternarios con el enzima (E), de acuerdo con los si-
guientes equilibrios:

{Ee. V.2.) E+ A = Fa

(Ee. V.3.) E+ B = EB

{Ec. V4.3 EA + B = EAB

(Ee. V.5.) EB + A = EAB

con estas cuatro ecuaciones de equilibrio:

(Ec. V.6.) [(Eo) —(EA} — (EBYy — (EAB)] (A} = Ka (EA)
{Ec. V.7.) [(Eo) —(EA) — (EB) — (EAB)] (B) = Kb(EB)
{Ec. V.8,)) (EA) (B) = Kw(EAB)

(Ec. V.9, (EB) (A) = Ka(EAB)

en las que Eo representa la concentracidn total de enzima. {EA), (EB) y (EAB) la concentracion
de complejos binarios y ternarios y Ka, Kb, K y K'b las correspondientes constantes de diso-
ciacion,

Las concentraciones de los ecomplejos vienen dadas por las siguientes ecuaciones:

(Ee. V.10.)
(EA) (B) _  (EB) (A)

K’ K'a

(EAB) =
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{Ec. V.1L.}

(E) (A) {EAB) K%
Ka (B)
Ec. V.12.)
= (E) (B} (EAB) K'a
(EB) = =
Kb (A)
(Ec. V.13.)
(EA} Ka (EB) Kb (EAB) K% Ka _ (EAB) K. Kb
(A) (B) {A) (B}

donde (E) es la concentracion de enzima libre. ! = b
En ¢l supuesto de que la ctapa limitante de la velocidad sea la disoclacién de los complejos

ternarios {EAB), la velocidad serd proporcional n la concentracién de los citados complejos.

Ee. V.14.)
e v = K (EAB)

donde K representa 1a constante de velocidad, ) it
La concentracicén tolal de enzima ¢s igual a la suma de las concentraciones de las distintas

formas en que se encuentra.,

(Ee. V.15.)
1Eoy = (EAD)Y + (EA) + (EB) + (E)

Dividiendo la ecuacion V.14 por la concentracién total de enzima:

(Ee. V. 6.}
v Kk {EAB) r
(Ea) (EAB) + (EA) + (EB) + (E)
K (EAD
i {EAB} Kb (EAB) K {EAB) K2 Kb
{EAB) + + |+
1B) {A) (A (B

y eliminando los téeminos (EAB) se obticne:

tEc. V.17
v K

¥ Ka K%
{Eo) s Kb a K™ + a
(B A) {A) (B)

despejando v en la ecuacién anterior resulta:

(Ec. V.18.}
K (Eo}
v =
K 2 Kb
1+ LA L
{B) {A) (A) (B)

A concentracién infinita de los dos substratos, todo ¢l enzima estard en forma de com-
plejo ternario. Luego (Eo) es ¢l valor maximo que puede tomar tEAB) y
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(Ec. V.19.)
K (Ee) = Vmix

La Ec. V.18. puede escribirse entonces como

{Ec. V.20
Vmiax
v =
K'b i K'a K%
1+ L
(B) (A) 1A {B)

Esta ecuacion contiene ires de las cuatro constantes de equlibrio; la cuarta estd relaciona-
da con las otras tres por la ecuacidn:

(Ee. V.21.)
Ka Kb = K'a Kb

Para cualquier concentracion fija de B variando la concentracién de A se obtendrd una
curva de velocidad del tipo de la de MicnagLs, representada por la ecuacion V.22,

{Ee. V.22,)
VB /Kby + (B)

Ka Kb + K (B)
K'v + (B)

1+ 1/tA)

en la que la afinidad aparente por {A) depende de la coneentracion de B.

El valor de la velocidad mixima y de las cuatro constantes de equilibrio de una reacciin
bisubstrato se puede obtener, por tanto, mediante el método grifico de Fronist y VEsTLIN
{1957): Represeniando 1/v en funcién de 1/(B}, a concentracidn constante del substrato A se
obtiene una linea recta que corta el eje de ordenadas en 1/Va (velocidad mixima a la concen-
tracién fije de A). Por este camino se pueden obtener una serie de valores 1/Va, variando la
concentracion de A, gue representados en funcion de 1/(A) dan una linez recta que corta el
¢je de abscisas en —1/K'a y al de ordenadas en 1/Vmax, Las rectas de las representaciones
de 1/V en funcién de 1/(B), a diferentes valores de (A), se cortan en un punto situado en
1/{B) = —1/Kb. El punto de interseccion de las rectas de la representaciin de 1/v en funcién
de 1/(A), a diferentes valores de (B), corresponde a 1/1A) = — 1/Ku. Los datos de 1/(I
permiten caleular K'b y Vmax.

El tratamiento cinético de Haldane sélo es vilido para reacciones enzimaticas en que parti-
cipen dos substrates, cuya combinacién con el enzima se haga al azar y en las que la etapa
limitante de la velocidad sea la disociacién de los complejos ternarios EAB a producies. Otras
reacciones cozimdticas siguen modelos cinéticos distintos, algunos de los cuales dan lugar a
ecuaciones de velocidad idénticas a la ecuacion V.20 i(véase Discusion del presente capitulo),

C) Temperatura

La investigacién del efecto de la temperatura sobre la velocidad de reaccién proporciona
numerosos datos, tanto sobre la eficacia def enzima en ¢l cumplimiento de su funcion especifica,
como sobre la propia reaccién,

Los cambios de temperatura afectan al enzima de muchos modos, que cabe clasificar en
los giguientes apartados lundamentales:

1.—Efectos sobre la estabilidad del enzima y /o los substratos.

2 —Efectos sobre €] pH del tampén.

3.—Efectos sobre la actividad enzimitica propiamente dicha (afinidad por los substratos
¢ inhibidores y constante de velocidad .

340 =

Los estudios sobre ¢l efecto de la temperatura que en esta tesis se deseriben, se limitan al
apartado 3, ya que la influcncia sobre la estabilidad del enzima y los substratos es enormemente
dependiente de las constantes del medio v ¢l grado de purificacion del enzima y aportan pocos
datos de interds general, s6lo son vdlidos para las condiciones experimentales ¢n que se obtienen;
ademds, en estos experimentos ¢l pH del 1tampién usado no cs apreciablemente afectado por
los cambios de lemperatura.

Los efeetos de ia temperatura sobre la velocidad de transformacién de los substratos en
productos puede expresarse cuantitalivamente de varias maneras: Qg energin de activacién
{Eu). incremento entalpia 1/AH), ineremento de energiz libre iAF) e incremento de entro-
pin 1AS),

Ef Qp incremento en la velocidad de reaccién al aumentar 10°C. la temperatura, sunque
muy usado en biologia, ofrece excaso valor, por cuanto es dependiente de la temperatura y solo
vilido en ¢l range de T.* para ¢l que ha sido caleulado, que debe ser expresamente indicado.

La energin de activacién puede determinarse basdndose en la ceuacion derivadn de fa Ley
de Arrhenius,

| Ee. V.23.)
Ea
RT

n K =1n A —

en la que K es la constante de velocidad de la reaccidn, R la constante de los gases, T la tem-
peratura absoluta y A una constante empirice 1¢l llamado foctor de freeuencia o factor de
Arthenius),

Ex puede obtenerse representando el logaritme de K o el logaritmo de V a concentracion
conslante de enzima en funcidn de 1/T, ya que la pendiente de da recta obtenida vale —Ea/R.

El cdlenlo del cambio de entalpia, energia libre y entropia puede efectuarse basindose en
la teorin de las velocidades absolutas de reaceion. De la expresion general de la velocidad de
reaceion formulada de acuerdo con la citada teoria se puede derivar la ecuacién:

tEc. V.21
‘ B AN FaX(
23 l()g, I\— £ 2'3 |0g‘ L__ i .
T h R RT

] AVéase WHITAKER, 1972).
donde kB es la constante de Boltzmann y h la constante de Plank.
Representando 2,3 log. k /T en funcién de 1/T se obtendrd por tanto una linea recta, cuya
pendiente vale —AH /R,
Si se conuce la concenmtracion del enzima puede caleularse &\ F a partir de la constante
especificr de velocidad (k).

tEc. V25.)

kh

AF = ~RTL
" kBT

A48 puede obtenerse de acuerdo con las leyes generales de lo termodindmica, o partir de la
expresion AF = AH — FAS,
V.2, MareEriay vETODOS

Preparaciones enzimiticas.—Se utilizaron liofilizados de la fraccién proidica
que preeipita entre 1.5 v 2,5 volumenes de acetona. oblenidos como se describe en

LA,
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Determinacion de la actividad enzimdtica—Se siguié la técnica espectrofolo-
métrica descrita en el Capitulo 11, introduciendo las modificaciones de las condiciones
experimentales, cuya influencia en la velocidad de reaccién se pretendié estudiar.

V.3. ResuLTADOS

3.1.  Relacion entre concentracién de enzima y actividad diacetilorreductasa (Test

de linearidad)

Se realizaron dos experiencias. En una de ellas se tomaron 5 mgrs. de liofilizado,
que se disolvieron en 5 mls. de agua destilada. En la otra, la misma cantidad de
polvo acelénico se disolvié en 5 mls. de sacarosa 1,5 M. Las velocidades de la reac-
cién se determinaron a concentraciones variables entre 0,2 y 1 ml. de disolucién
enzimitica, en 3 mls, de volumen final con la concentracién standard de tampén,
substrato y coenzima. Los resultados se recogen en Ia figura 20, a y b. En ambos
casos la actividad resulté ser funcién lineal de la concentracién de enzima.

£
£ IE
£ % 800} )
L Lv) 2
_;g? 800 / 5 /
3 i ¢ 600} o
~ 600} Q /
= @ o/- % L N
8 o 400
"-g AmT o/ : [+
X u 200}
g 2000 k! o
: |/
02 04 06 08 1 0, 04 06 08 1

Mis. de preparacion enzimdtica

Figurn 20.—Test de linearidad de las preparaciones enzimdticas utilizadas, (a) En sacarosa
1,5 M; (b} en agua destilada.

32. Influencia de la concentracion de substratos sobre la actividad diacetilo
reductase

La influencia de la concentracién de diacetilo y NADH sobre la velocidad de
la reaccién se estudié en los rangos 0,312-—60 mM y 0,10-0,40 mM, respectivamente,
La marcha experimental seguida para la realizacién de estos estudios fue la
siguiente: Se preparé una disolucién 120 mM de diacetilo en agua destilada, a partir
de la cual se consiguieron, por dilucién, las concentraciones deseadas. Asimismo
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se preparé otra disolucion 2,4 mM de NADH, cuya concentracién se precisé espec-
trofotométricamente, midiendo su extincién a 340 my . A partir de ella se prepara-
ron por dilucién las concentraciones deseadas.

La preparacién enzimdtica se disolvié en sacarosa 1,5 M. y se mantuvo en
bafio de hielo a lo largo de todo el experimento.

Con el fin de comprobar que la actividad se mantenia constante durante el
tiempo que duraron los ensayos, se intercalaron periédicamente ocho controles a
la concentracién 10 mM de diacetilo y 0,20 mM de NADH.

Los ensayos se efectuaron a las concentraciones de substratos que aparecen
en las figuras 21 y 22.
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Figura 21.—Actividad diacetilo reductase en funcién de la concentracién de diacetilo a
diferrn%cs concentraciones de NADH: 1x-x) 0,40 mM; (Q-0) 030 mM; (A-A) 0,20 mM; (e-e)
0.5 mM; (A-A) 0,10 mM.

Con objeto de conseguir que la temperatura de ensayo (25°C) se alcanzase ya
en el tiempo 0, los reactivos, excepto la preparacién enzimatica, se mantuvieron a
una temperatura superior a la correspondiente de anilisis, calculada para compen-
sar el descenso consiguiente a la adicién del enzima a 0°C a la mezcla de reaccién.
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Figurn 22.—Actividad diacetilo reductasa en funcion de la concentracion de NADH a di
ferentes concentraciones de diacetilo: ix-x1 10 mM; (0-01 5 mM; (e 25 mM; (AA) L25 mM;
(A-A) 0,625 mM; (-1 0,312 mM.

El sistema de anilisis se establecié de la siguiente manera:

Cubeta referencia: Agua destilada.

Cubeta muestra: Preparacién enzimética 0,5 ml., tampén fosfato bisédico mo-
nopotasico 0,1 M. pH 6,1, 1,5 ml,, diacetilo variable entre 0,312 y 60 mM, NADH
variable entre 0,10 y 0,40 mM. Volumen total 3 mls.

Los resultados obtenidos se reflejan en las figuras 21 y 22. Se observa clara-
mente en Ja representacién a concentracién variable de diacetilo y fija de NADH
una inhibicién por el propio substrate, que empieza a niveles de 30 mM y se hace
més palente a 60 mM; mientras que en la representacién a concentracién fija de
diacetilo y variable de NADH se puede comprobar que a la concentracién mas alta
de NADH utilizada no se ha llegado todavia a la velocidad maxima. Las limitacio-
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nes del aparato atilizando co la linearidad de la relacion voncentracion de NADH
extineinn a 310w e impidieron el empleo de concentraciones mas alias.

Las inversas de las velocidades inictales < representaron en funcion de la in-
vera de Lomolavidad de NADEL o concentracion constante de diacetilo (figura 23),

1204 /
e

1001 1/ (NADH) (MxIQ

80/ P

60-/
— 4
—

1V
X

g W e ey, 2 4 5 8 10

Figura 23—Cilculo de la constante de disociacién para el NADH, a 25°C y pH 6,1, ptg el
métoda de Florini y Vestling, Representacion primaria de I._v_t:n fun_cmn de 1/ I!\TADH )h 6(2).;
centraciones de digeetilo (mM 2 (99 10; th-A) 5 (001 25; (AN 1255 (e-e) 0,6255
ix-x) 0,312,

obleniendose varias rectas, una por cada concentracion de diacetilo. cuvas prolon-

. : =1
gaciones se cortan por enciina del cje de abseisas en el punto T/(NADH) (M X 10-1)
=~ i

= —O.l 1.
504 x
401 '

301

201 /
~ "
0] A
x 1/(Didcetilo) (Mx1072)
/ L] L

4 8 12 16 20 24 28 32

Figura 2t—Calculo de la constante de Michaelis para ¢l diacetilo a 25°C. y pH 6.1. Repre-
sentacion secundaria de las intersecciones con el ¢je de ordenadas de las rectas de la fig, 23, en

funcidn de 171 Diacetilo).

INTERSECCIONES
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Las intersecciones de estas reclas con el eje de ordenadas representadas en
funcién de las inversas de la concentracién de diacetilo (fig. 24) dan otra recta,
cuya prolongacién corta el eje horizontal en 1/(Diacetilo) (M X 10-2) = —3,54.

Las inversas de las velocidades iniciales en funcién de las inversas de la con-
centracién de diacetilo dan también una familia de rectas, (una por cada concentra-

cién de NADH) que se cortan por encima del eje abscisas en ¢l punto 1/ (Diacetilo)
(M X 10-%) = —2.
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Figura 25—Cilculo de la constante de disociacion para ¢l diacetil “C
Representacion primaria de 1/v en luncién de l-"lDiElccli](II Conge Itwm'l hes 2-5 F o 6‘!-'
s b 100 G o et ¢ Emideh 1 Dincat 1 Concentraciones de NADH (mM):

107

INTERSECCIONES

1/ (NADH) (Mx 1073 )

T
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Figura 26—Cilculo de la constante de Michaelis para el NADH a 25°C. y pH 6,1. Repre.

sentacian se i intersecei '
l‘uzc‘i’;;ﬂ:;‘;}l&‘fgafe las intersecciones con el eje de ordenadas de Ins rectas de la fig. 25, en
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Las intersecciones de eslas rectas con el eje de ordenadas, representadas en
funcién de la inversa de la concentracion de NADH (fig. 26), dan otra recta que
corta el gje de abscisas en 1/(NADH) (M X 10-%) = —10.

En la figura 27 se representan las pendientes de las reclas primarias de las
figuras 23 y 25 en funcién de las inversas de la concentracidn del substrato fijo a que
corresponden; puede observarse que se oblienen dos rectas paralelas.

{bi|t(a) ¢
\‘°\
3of 12
/ '
/ )
+
201 8
v o
\°\

101 & (o]

DD/° DIACETILO (M x1T7>)

08 1:5 24 32 (a)

2 4 6 8 10 (b)
NADH (Mx1073)

Figura 27 —Representacién secundaria de las pendientes de las rectas de las figuras-23 y
95, en funcién de las inversas de las concentraciones de substrato fijo variable.

3.3. Inhibicion por los productos

3.3.1. Inhibicion por el NAD

Se estudié la actividad diacetilo reductasa en las condiciones standard de en-
sayo en presencia de distintas concentraciones de NAD, con el fin de comprobar
si este producto inhibia la reaccién enzimdtica.

Los anélisis se realizaron del siguiente modo:
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Cubeta muesira: Preparacién enzimalica 0,5 ml., diacetilo (20 mM) en tampén
fostato bisédico monopotasico 0,1 M pH 6,1, 1,5 ml.; NAD (a concentracién varia-
ble) 0,5 ml.y NADH 1,2 mM, 0,5 ml.

Cubeta referencia: Se sustituyé la disolucién de NAD por agua destilada y la
de diacetilo por el tampén disolvente.

En la 1abla 11 se recogen los porcentajes de inhibicién a las concentraciones de
NAD indicadas en la misma.

TABLA 14
Inhibicion de la actividad diacetile reductasa ror ¢l NAD

Actividad diaccetilo Porcentaje de
NAD (mM) reductusa ! inhibicion 7%
02 173 11
0.4 170 13
0,8 166 15
16 56 72
32 40 80
6,4 23 90
Origina! sin
inhibidor 193 —_

! Determinada en las eondiciones standard de ensayo, cxcepto en la presencia

de inhibidor. La actividad se cxpresa en nmoles de diacetilo reducido por mi-
nuly

A la vista de los resultados obtenidos, se estudié el tipo de inhibicién del
NAD respecto al NADH y al diacetilo, adicionando a las mezclas de analisis canti-
dades variables de NAD y determinando las velocidades iniciales de la reaccién a
concentracién fija de un substrato y variable del otro.

Con este objeto se prepararon varias disoluciones de diacetilo, NADH y NAD;
las concentraciones de los dos substratos se precisaron colorimétricamente, por el
método de Owades y Jakovac, en el caso del diacetilo y por la extincién a340m  en
el de NADH. Los ensayos de actividad se realizaron a pH 6,1 en tampén losfato
bisédico. monopotasico 0,05 M y a las concentraciones siguientes de substrato e
inhibidor: Inhibicidn frente al NADH: diacetilo 10 mM; NADH variable entre 0,15
y 0,6 moles; NAD variable entre 0y 3,5 pmoles. Inhibicién frente ol diacetilo:
NADH 0,6 pmoles; diacetilo variable entre 3.9 y 31,2 pmoles y NAD variable
entre 0y 9,6 wmoles,

Los resultadoes obtenidos se representan gréficamente en la figura 28.

Las rectas obtenidas por cada concentracién de inhibidor, representando la
inversa de la velocidad en funcién de la inversa de la concentracién de NADH se
cortan sobre el eje de ordenadas y la representacién de 1/v en funcién de 1/ (Diace-
tilo) a concentracién constante de NAD se cortan en el segundo cuadrante, por
encima del eje de abscisas.
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Figura 28.—Inhibicion por el NAD. (a) Representacién de 1/v en funcién de 1/(NADH)

= b APt i6n de diacetilo: 10 mM. (b) Re-
1 s de inhibidor que se indican; concentracién de d:acgu]o .
:rlfén‘izz?g: l:Il; IT:'(:P e: funcion de 1/(Diacetilo) a concentraciones variables de NAD; con-

centracién de NADH: 02 mM.

3.32. Inhibicién por la acetoina

Para los estudios de la inhibicién por la acetoina se siguié un sistema similar
al empleado para investigur la inhibicién por el NAD. En primer lugar se compro-
bé que la acetoina inhibia en las condiciones standard de ensayo, en los porcentajes

que se indican en la tabla 15.
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El mecanismo de inhibicién de la acetoina respecto al NADH y al diacetilo se
estudié utilizando las siguientes concentraciones de substrato e inhibidor: Efeeto
infiibidor sobre el diacetifo: NADH 0.6 jtmoles; diacetilo, variable entre 3,12 y
24,5 mM; acetoina, variable entre 0 y 753 mM. Efecto inhibidor sobre of NADH:
Diacetilo 10 mM; NADH de 0,07 a 0,2 mM y acetoina de 0 a 188 mM.,

TABLA 15

Inhibicion de la actividad discetilo reductasa por la accloing

Acetoing (mM) Actividag ! Porcentaje inhibicion (Fo)
58 190 L
11,7 162 10
235 158 12
4707 140 22
94,15 117 35
188,3 89 50
376,6 59 67
Original sin inhibidor 180 _

! Determinada en lus condiciones standard de ensayo, exceplo en la presencin de inhibidor. La
actividad sc expresa en nmoles de diacetilo reducidaos por minuto,

Los resultados obtenidos aparecen representados en la figura 29. La represen-
tacién de 1/v en funcién de 1/ (Diacetilo) a diferentes concentraciones de inhibidor,
da una serie de rectas que se cortan sobre el ¢je de ordenadas. Las rectas de la re-
presentacién de 1/v en funcién de 1/(NADH) se cortan sin embargo en un punto
del segundo cuadrante, por encima del eje de abscisas.

34. Inhibicién por andlogos estructurales del Jiacetilo
A) Acetona
1)  Inhibicién frente al diacetilo

Siguiendo el proceder descrito para la inhibicién por la acetoina, se estudié
el posible efecto inhibidor de la acetona, variando las concentraciones de esta sus-
lancia en el medio de andlisis entre 42,5 y 340 mM y las de diacetilo entre 0,8 y
5 mM, manteniendo fija la de NADH (0,2 mM).

En la figura 30 se representa 1/v en funcién de 1/(Diacetilo) la que da una
familia de rectas (una por cada concentracién de acetona), que se cortan sobre el
eje de ordenadas, y en la figura 31 los mismos datos en funcién de la concentracién
de acelona, obteniéndose otra familia de rectas que convergen en el segundo cua-
drante.
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Figura 29.—Inhibicién por la acetoina. (a} Representacion dc. 1/ven fur!ci('n]l de {li'\b\)l)l:)
a las concentraciones de inhibidor que se indican: concentraciin de dl.llcelllo 0 mil. | 4 :
presentacién de 1/v en funcién de 1/{Diacetilot a concentenciones variables de acetoina; con

centracidon de NADH: 02 mM.
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Figura 30—Inhibicion
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por la acetona. Representacion de 1/v en funcidn de 1/tDiacetilo).

Concentracion de NADH: 0,2 mM. Concentraciones de acetongz: {x- ; {0- .
S ot fen DHE 02 raciones de acetona: {x-x} 340 mM; (0-0) 170 mM;
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Figura 31.—Inhibicién

{ACETONA) (M x 107%)

por ln acclona. Representacién de 1/v en funcién de la concentra-

cion de acetona a diferentes concentraciones de diacetilo; (x-x) 0, M; (0.0} 1 M;
2,5 mM; 1A-A) 5 mM. Concentracion de NADH: 0.2 mM. b } 125 mM; te-e)
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Figura 32.—Inhibicién por la acetona. Representacién de 1/v en funcién de la inversa de
la concentracién. de NADH. Concentracién de diacetilo: 2,5 mM. Id. de acetona: (x-x) 340 mM;
(o0} 170 mM;{ AN), 85 mM; (0-0) 425 mM: (A A) O

504
504
w.
X
> ¥ x/
= x—"
f—X ]
204 Wi e R |
A
o

L
e 4/
‘_--‘—_______—- /
(I) (mM)

85 170 340

Figura 33.—Inhibicién por la acetona. Representacién de 1/v en funcién de la concentra.
cién de acetona a diferentes concentraciones de NADH: (xx) 2,5 mM; (e-e) 5 mM; 1/50)
10 mM; (0-0: 20 mM; Concentracidn de diacetilo: 2,5 mM.
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2y Inhibicion frente of NADIH

Se mantuvo constante la concentracion de diacetilo (2,3 mM) y se variaron las
de acetona entre 12,5 m\] y S mM y las de NADH enire 0,05 y Ok mM.

Las inversas de las velocidades iniciales en funcién de 1/({NADH), se han re-
presentado en la figura 32, dando lineas reclas paralelas. En la figura 33 se repre-
senta /v en funcion de la concentracion de acelona, dando nuevamente lincas
paralelas.

Los porcentajes de inhibicién obtenidos a distintas concertraciones de NADH
¥ acetona se recogen on la tabla 16,

TABLA 16
Porcentajes e inhibicion por In ncetona o diferentes concentraciones e

NADH ¢ inhibidor

Concentraciones de
inhibidor 00425 M LOBS M 01T M 032 M

Concentraciones

de NADH Porcentijes de inhibicion !
1,2 {tmaoles 1,08 16 34,8 60,1
0,6 [tmoles 1,1 10,4 28,9 49,1
0.3 pmoles 37 77 234 422
0,15 p,mo]cs 0,96 58 13,2 282

' % de la actividad a la misma concentracion de NADH en ausencia de inhibidor.

B) lexano 2.5 diona
1) Inhibicién frente al diacetilo

Se estudié manteniendo constante la concentracién de NADH y variando las
de diacetilo en idénticos rangos que se han descrito para la inhibicién por la acetona
frente a este substrato, y la de inhibidor entre 0 y 166 mM.

La representacién de 1/v en funcién de 1/(Diacetilo) y de 1/v en funcién
(Hexanodiona) aparecen ¢n las figuras 34 y 33, respectivamente. Ambos dan una
serie de rectas que se cortan en el segundo cuadrante.

2)  Inhibicién frente al NADIH

Fue estudiada a concentracién constante de diacetilo (2,5 mM), variando la
de NADH entre 0,05 y 0,3 mM y la de inhibidor entre 0 y 166 mM.
Las inversas de las velocidades iniciales en funcién de 1/{NADH) y Hexano-

1)

50

<0 /
/

1744

2 2 4+ & 8 w 2

1/ (Diacetilo) (M X 10-2)

i :presentacion de 1/v en funcién de 1/(Diace-

‘igura 3+.—Inhibicidn poer Ja hexanodiona. Representacion de 1/v en funcidn : :

tilnl.hcb::;gunlraci(m de NAIDH: 02 mM. Concentraciones de inhibidor: (x.x) 175 mM; (e-e]
875 mA iA-A) 437 mM; (0-01 21,8 mM; i A-4) 0.

s
////

-5

(=]

[2,]
-
(=]
—
[T,

(Hexano 2-5-diona) (M X 10-%)

i ibicid i prese ia fve ion de la concen-

Figura 35.—Inhibicidn por la hexanodiona. Representacién de 1/v en fu.ncmn ;

lrnci('mgdu inhibidor a concentraciones variables de diseetilo: (x-x) 0.8 mM; (A-A) 1,25 mM;
10-01 2,5 mM: (A-4) 5 mM. Concentracion de NADH: 0,2 mM.
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Figura 36.—Inhibicién por la hexznodiona. Re i f

K ibicig v . Representacion de 1/v respe AANADH
gnncunlrcmn de diacetilo: 10 mM. Concentraciones de Il(:;ul:(:di(lnrl:r‘-ls:i(;ml?s lm‘\nl"l\m“'
7.5 mM; (A-A) 43,7 mM; (0-0) 21,8 mM; (A-A) 0. i %

|
T

/.
/

_ 5 10 S 15
. {Hexano 2.5-diona) (M x 10-%)
Figura 37.—Inhibicién por la hexanodiona, Representacian de 1/v en funcién de lo con-

centracidn de inhibidor a concentraciones variables de NA
Trr DH: x- . .
{A-2\) 10 mM; (0.0) 20 mM. Concentracion de dinccli]o:'2.5 m!\r:! St i
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diona se representan en las figuras 36 y 37. Al igual que en el estudio del pairén
de inhibicién frente al diacetilo, se obtiene una serie de rectas que se corlan en el

segundo cuadrante.

C) Dietil cetona
1)  Inhibicion frente a diacetilo

Para el estudio de esta inhibicién se mantuvo constante la concentracién del
substrato donador de Hidrégeno NADH (0,2 mM) se variarion las concentraciones
de diacetilo ¢ inhibidor entre 0,025 y 5 mM y 0 y 20 mM, respectivamente.

Las representacione: de las inversas de la velocidad de reaccién en funcién de
la inversa de la concentracién de diacetilo dan un grupo de rectas que convergen
sobre el eje de ordenadas (figura 38). Sin embargo las rectas obtenidas en la repre-

60
4
50}
0
20
i~
o [ ]
2
10
1/ DIACETILO) (M x 1072)
2 i 5 s

Figura 38.—Inhibicién por la dietilcetona. Representacién de 1/v en funcién de 1/(Diace-
tilo) a distintas concentraciones de inhibidor: (x-x) 20 mM; (e-e) 10 mM; (A-A) 5 mM; (A
25 mM); (0-0) 0. Concentracién de NADH: 0,2 mM.

sentacion 1/v en funcién de [dietilcetona] no convergen en el mismo punto, sino
en olro situado en el segundo cuadrante (figura 39).

2) Inhibicion frente a NADH

En este estudio permanecié constante la concentracién de diacetilo (2,56 mM)
y se variaron las de NADH e inhibidor entre 2,5 y 20,y 0y 20 mM, respectivamenle.
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Figura 39.—Inhibicién por la dietilcetona, Representacién de 1/v en funcion de la concen-
tracion de inhibidor. Concentracion de NADH: 02 mM. Concentraciones de diacetilo: 10-n
SmM; /A4 25 mM; (e-s) 1,25 mM; (x-x) 0,625 mM.

Las rectas de la representacién 1/v en funcién de 1 /(NADH) se corlan en un
punto del segundo cuadrante, asi como las de la representacién 1/v en funcién de
[dietilcetona], figuras 40 y 41.

Los porcentajes de inhibicién obtenidos a distintas concentraciones de NADH
y dietilcetona se recogen en la tabla 17.

TABLA 17

Poreemnjes de inhibicion por la dietilectonn frente a NADII

Concentracion de

inhibidor 2,5 mM 5 mM 10 mM 20 mM
Concentriacian

de NADH Parcentajes de inhibicion !
L2 |t moles 1,7 119 26,9 40,1
0.6 Mmoles 1,5 83 184 328
03  nmoles 0,89 6 13 25,6
0,15 ftmoles 0,9 5,2 11,1 19,2

' % de la actividad a la misma concentracidn de NADH en ausencia de inhibidor.,
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ieti spresentacién de 1/v en funcion de 1/(NADH)
. ~Inhibicién por la dietilcetona. Rt.prt.smtr:lcmn ' ; e,
di[!:':glrl:::s?éncir:l:;n::‘:i:lonespde inhibider: (x-x) 20 mM; (e-e) 10 mM; (/5-A) 5 ml
;,5 mM; (0-0) 0. Concentraciin de diacetilo: 2,5 mM.
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jeti : sntacién de 1/v en funcién de (inhi.
i ~Inhibicid r la dietilcetona. Representacién s eyt
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0,10 mM; (e-e) 0,5 mM; {x-x} 0.25 mM.
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1/{Digcetilo) [ M x10 2]

Figura 42 —Inhibicién

_ . por ¢l @ cetoglutarato. Represe i6

::eAnfx)) z;.glslfmi{:nles concentraciones de iﬁhibailc-i:z f{::-gl;ts]“()m:ﬁ\:i)'n o M R
mM: (A 0. Concentracion de NADH: 0.2 mAf ECS A0 OV 35 mb;

s -5 .75 0 75 5 75
[ #-Cetogtutarato } (mM)

Figura 43.—Inhibicio
i — icidn por el @ -cetoglutarat i
hibidor) a varias concentraciones de diacgliln' ) & penecion de 1w en funcion de 5

{0-0) 08 mM. Concentraciin de NADH: 02 m. -~ " (=) 28 WM (A2) 125 m;
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D) a-cetoglutarato
1) Inhibicion frente a diacetilo

En el estudio de esta inhibicién se ha seguido el mismo proceder que en los
anteriores, manteniendo fija la concentracién de NADH y variando la de diacetilo
entre 0,8 y 5 mM y la de inhibidor entre 0 y 10 mM.

Las representaciones de 1/v en funcién de 1/ (Diacetilo) dan una serie de rectas
que se corlan por encima del eje de abscisas en el segundo cuadrante (figura 42)
en la representacién de 1/v en funcién de (1) las rectas se cortan en el mismo

segundo cuadrante (figura 43).

2) Inhibicion frente a NADH

Se mantuvo fijo el diacetilo (2,5 mM). Se varié el NADH entre 0,15 y 0,40 mM
y el inhibidor en el rango anteriormente indicado.

Tanto las rectas de la representacién de 1/v en funcién de 1 /(NADH) (figu-
ra 44), como las de 1/v en funcién de (1} (figura 45), convergen en un punto del
segundo cuadrante.

A

"W ’°i /

/
10 %3%8

1/INADH) [Mx1TH

Figura 44 —lnhibicién por el @ -cetoglutarate. Representacién de 1/v en funcién de
1/INADH). Concentracién de diacetilo: 25 mM. Concentraciones de -cetoglutarato: (x-x)
10 mM: (o) 5 mM; (/e A) 25 mM; (0-0) 125 mM; (A-A) 0.

— 361 —




LO(

ot //

/'/./
e

"y

\

10 4 —t
/

L— O d

5 10
{=-Cetoglutarate) [mM)
Figura 45.—Inhibicién por el @-cetoglutarate. Representacion de 1/v en funcion de la con-

centracion de inhibidor a diferentes concentraciones de NADH: (0.0) 6,4 mM; (- 0.2 mM;
ie-8) 0,1 mM; {x-x) 0,05 mM. Concentracisn de diacetilo: 2,5 mM.

3.5. Cdlculo de los pardmetros termodindmicos

La temperatura de anélisis se controlé:
a) Termostatando la cdmara de las cubetas,

del espectrofotémetro, por el
procedimiento descrito en el capitulo 111.

b) Preincubando los reactivos a una temperatura mds elevada que la de ensa-
yo, calculada teniendo en cuenta el descenso de la misma consiguiente a la adicién
de la disolucién enzimatica a 09C.

¢) Comprobando la temperatura de la mezcla de reaccién en la cubeta antes
y al término de cada ensayo.

1. Cdlculo de Quy en las condiciones standard de ensaya.
En la figura 46 se recogen los datos de velocidad inicial a distintas temperatu-
ras, entre 5,5 y 35,5°C a las concentraciones y pH standard de ensayo.

A partir de estos datos se ha calenlado el Qo de la reaccién entre 15°C y
25°C, de acuerdo con la siguiente expresion;

Vas 2992
Qi) S = 1975
Vis 116
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ivi i ilo reductasa. Condicio-
i e wncia de la temperatura sobre la actividad diacel -
{f u%.unr;]i:g.' 'Il’:r‘r]nl;):}l:lci'zsf;to 00‘5 I\[} pH 6.1; dincetilo, 30 moles; NADH 0.6 fumoles y volu
nes de : X
nen total 3 mls,

2.0 Ciilewlo dv la energia de activacion ( Fa). ] -
- i Ivacio afeulo tir de ralores de velocidad maxu
La energia de activacion se caleuld a partir de Ioslxal e
benidos midiendo a 11, 17, 21, 25 v 30"C las velocidades iniciales de reac | f
obte 17, _ AR Tt
P g efilo
conventraciones variables de ambos substratos (desde 0.625 a 5 mM de diac |
S LM il H b
desde 0.05 a 0,40 mM de NADH). oo e de Flohi s Pestlng
1 . 3 3| N4 a . .
1os dates oblenidos se represemtaron por ol mélodo grafic 3
fzuras 17,18, 19,50y 51. ‘
e deilmente mensurables a todas las temperaturas, fuc
Para lograr actividades facilmente mensurables "y
- H 1 M $7 MY 1 215 ¥il l a cs
necesario utilizar en rada caso distintas concentraciones de enzima. Las veloc )
; ‘ ipli ; adecus ra converlir-
médximas asi obtenidas fueron multiplicadas por el factor ade (,u1d0. pa oy
en o i on fija de e . Este factor
Jas en los valores correspondientes a una concentracién fija de enzima. s
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INTERSECCIONES de (h)

17v
\\

1/ (NADH) (M x10°3)

40

1/ tDiacetilo) (M x 10~2)

5 10 15 20

y; 8 12 16
12 "
] »
{d) 2 (c)
10 Syt
n
-
8 / l';_';' 10
8 / ’
| ;e
A n g c-/
A i
s A
[
2 2
1/ (NADH) (M x 1073} 1/ (Diacetilo) (Mx 1072)
5 10 15 20 3 8 12 16

_Fi'gurn 47:—Cé]culo de la Vmax de reaccién a 11'C. (pH 6,1) por el método grifico de
Florini y Vestling. Representaciones primarias (arriba) y secundarias,
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INTERSECCIONES de(b)

+
[ {a)
4
; 4
X s
4 / E
o
’_9/
1/(NADH) (M x 1073}
~-10 -5‘ 5 10 15 20 -4 ¢ 8 12 16
= +
s
w J§
o
(d) S ()
<
=
10 S 0
0
x W
/ 2 _‘/
s ’ E g
st
|~ -
S //
1/ (NADH} (M x 10 ) 1/ (Diacetilo) (M x 10°2)
5 10 15 20 r'4 8 12 16

Figuta 48.—Calculo de la velocidad mixima de reaccion a 17°C. (_pI'l 6,1} por ¢l método
grifico de Florini y Vestling. Representaciones primarias {2 y b} y secundarias (cy d).
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INTERSECCIONES de (b)
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Figura 49.—Cailculo de ln velocidad méxima de reaceion a 21°C. (pH ¢
. — > d . ipH 6,1) el mé
grifico de Florini y Vestling. Representaciones primarias (a y b ¥ s¢ :undnri?ls icyd :-I.mr S
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Figura 50—Calculo de la velocidad mixima de reaccién a 25'C. (pH 6.1} por el método
grafico de Florini y Vestling, Representaciones pritarias (arriba) y secundarias.
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INTERSECCIONES de (b)
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. Figura 51_.—.Cﬁlculo' de la velocidad maxima de reaccién a 30"C. (pH 6,1) por ¢l método
grifico de Florini y Vestling. Representaciones primarias (arriba) y secundarias.
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fue calculado dividiendo la velocidad contrel (en condiciones standard de ensayo)
a 25°C entre las velocidades controles a cada temperatura.
* En la tabla 18 se recogen los datos obtenidos por unidad de enzima y en la
figura 52 se representan de acuerdo con la ecuacién V.23.

A partir de la pendiente de la grafica de la figura 52 se calculé la Ea.

_ (6,66 — 5.28)
Ea = pendiente X 198 = ————r"—— X 1.000 x 1,98 = 13,721
02
“l
o¢} 3
0}
-
5 -
&5} \
52 \
"
32 S 7 = 7

t/ Tx 103

Figura 52—Célculo de la energia de activacién de la reaccién al pH éptimo. Representa-
cién del logaritmo neperiano de la velocidad méxima en funcién de la inversa de la temperatura

absoluta,

3.0 Cidleulo de AH

Los datos de Ia tabla 18 se representan de acuerdo con la ecuacién V.24 en la

figura 53.
A partir de la pendiente de la recta obtenida se calculé el cambio de en-

1aipia (AH).
AH = pendiente X 2 = 6,750 X 1,98 = 13.365 cal /mol.
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TABLA 18

e .
Efccios de Ia lemperaiurn sobre los pardmetres cinéticos de la renceign

Faclor de Ymix
s ., correceion 1/Ta Vi
-I. ‘K T.aoC, di Vimix K X 103 corrT;i:lu Ln Vmix
284,16 11 0,79 - - B
: : 3,52 1
E’gz,fg 1 110 3,45 22313 gég
2410 21 258 3.4 372 592
296,16 25 238 335 597 6.39
303, o 3,05 33 7882 6,60
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33 % 75 %
141x16°

Figura 53.—Cilculo de AH de la reaccién a pH éptimo.

V4. Discusién

4.1.  Test de linearidad

La linearidad de ias representaciones de V en funcién de (E) demuestran la
a.usencia de inhibidores internos en las preparaciones enzimiticas y en las disolu-
ciones de sacarosa utilizadas para estabilizar el enzima en algunos experimentos

. A.unque las experiencias relativas a la inhibicién por anélogos estructurales del.
d-lflcelllo prueban que las concentraciones elevadas de acetona ejercen una inhibi-
cion competiliva para el diacetilo y acompetitiva para el NADH, es obvio que la
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elapa de liofilizacién reduce a cere o a concentraciones despreciables su presencia
en las preparaciones obtenidas por fraccionamiento aceténico. No obslante se com-
probé sistemdticamente la ausencia de inhibidores en todas las preparaciones uti-

lizadas.

12, Mecanismo de reaccidn

El mecanismo de la reaccién catalizada por la diacetilo reductasa de higado
de paloma ha sido estudiado por los siguientes mélodos: (1) Analisis de las varia-
ciones de la velocidad inicial respecto a la concentracién de substratos, (11) Patrén
de inhibicién: a) por los productos y b) por los analogos del diacetilo.

l.—Analisis de las variaciones de la velocidad en funcién de la concentracién
de substratos,

Se han descrito numerosos mecanismos para las reacciones bisubstrato. Una
primera clasificacion de los mismos los divide en (CLELAND, 1963): a) secuenciales,
en los que ambos substratos se ligan al enzima antes de la liberacién de ningin
producto; b) no secuenciales, que no cumplen esia condicion; eslos mecanismos no
obedecen nunca a la ecuacién de velocidad V.20 (péigina 340).

Tampoco todos los mecanismos secuenciales siguen la citada ecuacién. La
convergencia de las reclas obtenidas en las representaciones de la inversa de la ve-
locidad inicial de la reaccién diacetilorreductasa en funcién de la inversa de la
concentracién de cada uno du los substratos, descarla los mecanismos no secuencia-
les y limila la discusién a los secuenciales que obedecen la ecuacién de velocidad
antes citada. Tres mecanismos generales (incluyendo o no formas modificadas del
enzima) obedecen a esla ecuacién: 1) de fijacion de substratos al azar y equilibrio
rapido; 2) de fijacién de substratos ordenada y 3) de Theorell-Chance.

1) Mecanismos al azar—Los subsiratos no siguen un orden obligatorio de
fijacién al enzima, de tal modo que los complejos ternarios enzima-substrato A-subs-
trato B pueden proceder indistintamente de la fijacién del substrato A a los com-
plejos binarios enzima-substrato B o de la fijacién del substralo B a los complejos
enzima-substrato A,

ks
E + A k!bEA EAl—==E + ‘A’

S bt

~AB T— EA'B’
1/k7 ka\l ke i

E+ B —2:gB EB —*>E+ B’

Los mecanismos al azar dan representaciones doblemente inversas no lineales,
ya que responden a ecuaciones de velocidad complejas, que incluyen términos cua-
drados. Sin embargo, estos términos se eliminan en las reacciones en que la velo-
cidad estd limitada por la interconversién de los complejos ternarios y se alcanza
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rapidamente el equilibrio entre las etapas individuales intermedias. En esle caso
que es ¢l mis general, se cumple la ecuacion V.20, ,
| 2d) Me;anwmos ordenados.—Se caracterizan porque uno de los substratos, el
amado «substrato 2 i : i ds rapi ,
simado aubelrt conduclor», se combina con el enzima mucho mis rapidamente
que el o ro, de -ta modo que en realidad hay un orden obligatorio de fijacién al
enzima y sélo existe una via para la formacién de los complejos lernarios
Estos mecanismos pueden presentar algunas variantes, En la mayor parte de

la bibliografia y en esta tesis la denominacién de «mecanismo ordenado» se refiere
al modelo,

k
E+ A-=F A

ka 3

EA+ B=—=(EAB_—EN B‘)-'}":—:I-: A+ B

K ke
ke

E A'=—=F + A’

ks

en el que la etapa limitante de la velocidad es la ruptura de los complejos ternarios
a'productos, como ocurre en las reacciones calalizadas por gran nimero de des-
!lldrogenasas dependientes del NAD y NADP. Si ademids ¢l mecanismo incluye la
1somerizacién de las formas estables del enzima, se le denomina «isoordenaydo»

3) Mecanismo de Theorell-Chance—Es un lipo de mecanismo ordenado El:l
el que k; es mucho mayor que ky, ky mucho mayor que ks, (ks 4+ k;) mucho ma, or
que kg y (kz + ky) mucho mayor que ky. Esto origina que las concenimcioncsyde
los complej:os ternarios sean muy bajas, de modo que el primer producto, P, p#rece
formarse directamente del substrato B, por interaccién con el complejo E A, y que

la etapa limitante de la velocidad sea la disociacién de los complejos binarios enzima.
segundo producto.

BR—1

E+ A=—=FE A TN ATE + A

' Si el mecanismo incluye también Ia isomerizacion de las formas estables del
enzima, se le denomina «iso-Theorell-Chances.

[1.—Patrdn de inhibicién.

Los inhibidores reversibles pueden deprimir la actividad enzimatica de diver-
sos modos:
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a} Combinandose exclusivamente con la(s) misma(s) forma(s) del enzima
con que lo hace el substrato variable y afectando por tanto a la pendiente y no a las
intersecciones de las representaciones doblemente inversas (1/v en funcién de 1/(S)
(inhibicién competitiva).

b} Combinandose con una forma del enzima distinta a aquella con la que se
combina el substrato variable y no unida a ésta por etapas reversibles (inhibicién
acompetitiva) cinéticamente diagnosticada basandose en que sélo afecta a la inter-
seccion con el eje de ordenadas de las ciladas representaciones y no a la pendiente

de las mismas.
¢) Combindndose con formas del enzima distintas a aquellas con las que lo

hace el substrato variable, pero separadas de éstas por etapas reversibles o simultd-
neamente con formas a las que si se une el substralo variable y otras a las que no
se liga (inhibicién no competitiva). En este caso sc ven afectadas, tanto las pendien-
1es, como las intersecciones.

[1.—a) Inhibicién por los productos.
Las representaciones de 1/v en funcién de la inversa de la molaridad de une

de los substralos a concentracién fija no saturante del otro y variable de acetoina
o NAD demuestran que la acetoina inhibe la reaccién competitivamente respecto
al diacetilo y no compelitivamente respecto al NADH: el NAD lo hace competiti-
vamente respecto al NADH y no competitivamente respecto a la acetoina.

Las normas de Cleland (1963, b) predicen para los mecanismos discutidos aqui
los patrones de inhibicién por los productos que figuran en la tabla 19. Nuestros
resultados experimentales eliminan cuatro de los cinco mecanismos incluidos en la
citada tabla y dejan como tinico posible el de Theorell-Chance. Sin embargo, MAR
Tin y Burcos (1972) han sefialado que este mismo patrén puede corresponder tam-
bién a un mecanismo al azar de equilibrio rdpido, en el que se formen dos comple-
jos ternarios abortivos, enzima-acetoina-NADH y enzima-diacetilo-NAD, segin el

esquema:

EAP

ey %_p N +P
I ==E A E P&=E

A \ + 18
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_— p— TABLA 19
atron de inhlb:clon. por los productos de 1os mecanismos sccuenciales que
rigen [a eccuacidon de veloeidad V.20,

Substrato variable !

A
B
Mecanismo Inhibidor lniz:)l: rgdo S:l::]ul:' :‘fo lnzz;t:::do oo ia
con A
A'
Ordenado B’ Ng AE gg Ng
A!
Iso-ordenado B’ ﬁ g Kg gg Ne
NC
Theorell-Chance ‘l;: 5 0 N :
NC o C C
A’ NC
Izo-Theorell-Chance B’ NC Ng Ng Ag
A'l azar de equilibrio
ripido A'e B C 0 C 0

! Los substrat i
g os son designados como A y B, de acuerdo con el orden de adicién al

2
A’ y B’ son los productos de A y B respectivamente.

'l.as normas de Crerazn (1963b) predicen para este mecanismo ol siguiente
patrén df: l.nhlblcién (Qy P son los productos de A vy B. respectivamente ) . ‘
ln}.ubldor Q. substrato variable A: Q reacciona con F v EB. las mis.man formas
del enzima con las que reacciona A. La inhibicién es. por tanto. cnnl]:t'l;ti\"l I‘a
Sftlurm.:lon con el substrato fijo (B) reduce a cero la concentracion de vel-ulo‘(‘-sl‘
clonurlo.d? E, pero no la de EB, dando nuevamente inhibicion competitiy 1N : L
L l.nh‘lbldor.Q, substrato variable B: B reacciona con E. pere no ("(;n EB. La
'lnh‘lb.l(:‘l(:m serd no competitiva. La saturacion con el substrato fijo (A) vlin:in."t T’l
lnhlbfclon por Q. puesto que el nivel de estado estacionario de E v EB es re ‘ :
esencialmente a cero. - g
Inhibidor P, substrato variable B: P reacciona con E v EA. las mismas formas
con que lo hace B, y la inhibicién serd competitiva. Las c(;ncentracioni;ﬁ cz;lur1||l:=;
dfz A no hacen cambiar el tipo de inhibicién porque sélo serd rvducicluu'l "‘ ]
nivel de estado estacionario de E, pero no el de EA. o
- !n.h'ibidor P, subsirato variable A: A reacciona con E y no con EA, dand
inhibicién no-competitiva. La saturacién con B elimina esta inhibicién rvb'f, 1 |'0
concentracion de E y EA a cero. & b
- Eslos‘ efectos inhibidares han de ser lineales. puesto que ninguna combina-
cién de via muerta precede al punto de adicién para inhibieion de producto en ;El

secuenci io ]
: ncia de l’t;',n(ECI(?n (CLELAND, 1963). Por lo tanto el patrén de inhibicion de este
mecanismo es idéntico al del de Theorell-Chance.
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Ademis, en ausencia de P o Q no se forman complejos ternarios abortivos y la
velocidad inicial deberd obedecer lambién a la ecuacién V.20. Asi pues, el mecanismo
de Theorell-Chance v el de fijacién al azar con dos complejos lernarios abortivos y
equilibrio rapido no pueden ser distinguidos por anélisis de las variaciones de la
velocidad inicial en funcién de la concentracién de substratos ni por el patrén de
inhibicién por los productos (MaRTix y Bugcos, 1972).

11.—b) Inhibicién por andlogos del diacetilo.

Los estudios realizados muestran que ¢l @ -cetoglutarato y la hexano-2 5-diona
inhiben la reaccién no-competitivamente para los dos substratos. Este patrén de inhi-
bicién es poco especifico y puede ser explicado en términos de cualquiera de los dos
modelos en discusién, admitiendo, entre otras, alguna de las siguienles posibilidades:
{a) Los inhibidores se fijan simultineamente a formas del enzima con las que reac-
ciona el diacetilo y a otras con las que reacciona el NADH; (b) Se fijan en un punto
proximo al centro activo modificando la estructura de éste; {c) Se unen a la vez al
centro activo y a un punto proximo. Estos dos Gltimos supuestos darian lugar a que
los inhibidores reaccionasen con todas las formas del enzima que participan en la
reaccion.

La acetona y la dietilcetona (pentano-3-ona) son inhibidores acompetitivos
para ¢l NADH (figuras 32 y 40) y competitivos {figuras 30 y 38) para el diacetilo,
comportindose por tanto como analogos cinéticos de éste. La aplicacion de las nor-
mas de CLELAND (1963b) para inhibiciones de via muerta predice que este patron sélo
puede ser debide a que los inhibidores se fijen exclusivamente a los complejos
binarios enzima-NADH y no a ninguna otra de las formas enzimélicas participantes.

Es especialmente inleresante para la discusion del mecanismo de la reaccién
recalcar que los esquemas de inhibicién por la acetona y dietilcetona exigen que
estos andlogos del diacetilo no reaccionen con el enzima libre. Esta prediccion se
ve confirmada por los resultados experimentales de las tablas 16 y 17: Cualquiera
que sea el mecanismo.que se considere, a concentracién fija de diacetilo e inhibidor,
el nivel de estado estacionario del enzima libre debe disminuir cuando aumenta la
concentracion de NADH en el medio; en cambio, a mayor molaridad de NADH
mayor es ¢l porcentaje de inhibicién observado.

Por ampliacién de las condiciones para la fijacién de los inhibidores anélogos,
puede deducirse que el diacetilo sélo reacciona con el complejo enzima-NADH.
Este requisilo conduce necesariamente a un modelo ordenado y deja como fnico
posible a un mecanismo de Theorell-Chance, en el que ¢ NADH actita como subs-
trato conduclor.

Para que los resultados oblenidos pudiesen corresponder a un mecanismo al -
azar, seria preciso admitir que el diacetilo se fija a mas formas del enzima que sus
analogos (puesto que en un mecanismo de este lipo reaccionaria con el enzima libre,
ademas de con E-NADH), lo que es muy poco probable: Las exigencias estructurales

para los subsiratos son mds estrictas que para los inhibidores, por lo que no es de
esperar mayor selectividad en la fijacion de la acetona y dietilcetona que en la del
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diacetilo. [%sta lirnilacidn ha de sumarse a las propias de un mecanismo al azar como
el c_]ue aqui se discute (MARTIN, 1972): (a) Adicién de subsiratos sin orden obliga
torio, lo que requiere valores similares de sus respectivas constantes de ﬁ'aci({f
(b) formacién de dos complejos ternarios de via muerta; (¢) que se alcance ’ 'dn,
me‘nle el equilibrio, para lo cual todas las etapas han de ser muy rapidas rap: o
la interconversién de los complejos ternarios no abortivos. " i
. Puede concluirse, por tanto, que este modelo no tiene apoyo experimental sufi
ciente Y que la reduccion del diacetilo por el enzima de higado de paloma sigu 'u -
mecanismo de Theorell-Chance; el substrato conductor es el coenzima, co e "I"
mayor parte de las reacciones ordenadas (véase MauLer y Coroes, 197,1, p::{: ;gl)a

+.3. Constantes cindticas

De los i imari
adm e | %ur;tos de convergencia de las rectas primarias que representan la inversa
I e - - |
! b;re ocidad inicial en funcién de la inversa de la concentracién de substrato
variable, se han obtenido las siguientes constantes cinéticas:

Kdiacetilo = 50 X 101 M

de i : | ' i
y de los ;?unlos de corte con el eje de abscisas de las representaciones secundarias
(interseeciones en funcién de 1/ (substrato fijo variable),

K'diacetilo = 31 X 10-* M

La validez de los dato i i

datos obtenidos esta corroborada po igui
| . r » 2 £
kel por los siguicntes proce-

4 o e » .
. ) | Er;{m;z,reaccmn que obedece a la ecuacion seguida por ésta, K'b Ka debe
ser igua Csta i
gual a Kb K'a. Esta igualdad se cumple dentro de un margen razonable, ya que
k

1,62 X 10-4 X 31 X 10=1=1 X 10-+% X 50 X 10-+

b s s s imari
) La allura en que se corlan las rectas primarias debe ser la misma para las
representaciones en funcién de la inversa de uno u otro substrato.

1 K’ 1 &
y= —(——y = (=N
v Ka \Y Kh

Esta condicién se cumple en las graficas de las figuras 23 y 25,

'c) Las dos rectas obtenidas en las representaciones secundarias de las int
secciones en funcién de la inversa de la concentracién de substralo cortan al e
vertical en el mismo punto (la inversa de la velocidad maxima). —y
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d) Representando las pendientes de las rectas primarias en funcién de la
inversa de las concentraciones de substrato fijo a las que se obtuvieron, se consiguen
dos rectas, cuya pendiente vale K'b K'a/V y que por lo tanto deben ser paralelas.
En la figura 27 puede verse el paralelismo de las correspondientes a los experimen-
tos en que se basan los calculos de las constantes cinéticas, lo que demuestra que
esta condicion se cumple también.

E] valor calculado para K'NADH es idéntico al descrito por Martin y Burcos
(1972) para la diacetilo reductasa de higado de ternera, pero el de Kdiocerilo es dos
érdenes de magnitud superior. Esto quiere decir que su afinidad por el diacetilo es
menor que la del enzima de higado de ternera, lo que puede no ser ébice para que
ambos funcionen en condiciones ordinarias a un nivel de eficacia similar, pueslo que
parece probable que la concentracién tisular de diacetilo sea, como la de acetoina
(WESTERFELD, 1945), mucho mis elevada en paloma que en los mamiferos.

No es posible compararles con los correspondientes a otros sistemas biolégicos,
pues los estudios cinéticos referentes a los mismos, que se encuentran en la biblio-
grafia (Braxex y Kegnas, 1970; GABRIEL, 1971) son incompletos y solo dan Km
aparentes, que pueden estar muy equivocados si la concentracién de enzima fijo no

es salurante.

4. Pardmetros termodindmicos

Los cambios en la temperatura afectan a los distintos equilibrios que se dan
en las reacciones enzimiticamente catalizadas.

La mejor manera de eliminar los efectos de estas modificaciones de las condi-
ciones de equilibrio sobre la velocidad de reaccion, es saturar el enzima con los
substratos y cofactores (si los hubiera) a todas las temperaturas estudiadas, o calcu-
lar la Vméx. Ante la imposibilidad de alcanzar concentraciones saturantes de ambos
substratos, se sigui6 el segundo procedimiento.

La energia de activacién obtenida, 13.700 cal /mol es del mismo orden que la
calculada para el enzima de higado de ternera por Burcos y Martix (1972), lo que
indica que ambos enzimas son igualmente eficaces en la catdlisis de la reaccion;
queda dentro del rango habitual de los valores que se dan en las reacciones enzi-
maticas (S1zER, 1943 y GUTFREUND, 1968).

El valor de AH (13.300 cal /mol} obtenido estd naturalmente, muy préximo
al de la energia de aclivacién, dado que ambos valores estan relacionados por la

expresion:
Fa= AH + RT

/2F no puede caleularse con precision, por cuanto no s posible conocer la
velocidad especifica, en lanto no se disponga de un procedimiento que permita
determinar el grado de pureza de las preparaciones. Suponiendo, sin embargo, que
las preparaciones con actividad especifica de 6.000 unidades/miligramo de proteina
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fueran totalmente puras, las 2292 unidades utilizadas para ¢l cileulo de AH corres-
ponderian a 38 1 grs. de enzima, equivalentes a 0,344 nmoles (p. m. de la diacetilo
reductasa de higado de paloma = 110.000; véase Capitulo II1). El valor de Vmix
a 25°C es de 597 nmoles de diacetilo reducidos por minuto y, puesto que
Vméx = K (E) (pig. 92), K = 1.7354 min-! = 28,9 sec=!. Aplicando este valor
a la ecuacién V.25, se obljene que L = 15380 cal /mol.

El supuesto basico para este céleulo no estd, desde luego, suficientemente sus-
tanciado, pero teniendo en cuenta ¢l enriquecimiento logrado (algo mds de 250
veces) y la purificacién que generalmente se consigue en los enzimas, es muy difi-
cil que las preparaciones con esta actividad tengan una pureza inferior a un 5-10 5%
y ciertos datos obtenidos por electroféresis en gel de almidén sugieren que la pureza
de las preparaciones de actividad especifica 6.000 unidades /mgr proteina es con-
siderablemente mds alta; en estas condiciones ¢l error maximo cometido al alean-
zar K un valor de diez a veinte vgces superior, seria de 8-11 €5, respectivamente. El
valor del cambio de energia libre es, pues, en cualquier caso positive, como era de
esperar, y préoximo a 15 Kcal.

El cambia de entropia calculado a partir de estos datos:

g = _AH-AF 13.360 - 15.380
AS = = = — 0.8 cal/mol/"C
T 208

podria variar de acuerdo con las cifras ciladas entre este valory — 1 X cal/mol /°C,
en cualquier caso un valor negativo y préximo a 0.

La irreversibilidad del sistema en las condiciones standard de ensayo no estd,
por tanto, justificada por los pardmetros lermodinamicos de la reaccién, por lo que
afey - . . T S . .
la etapa hmllan.le de la velocidad deberi ser distinta en el sentido directo que en el
inverso, Esta misma conclusién podria deducirse de la simple consideracién de que
:ln ]:eacm?n sigue un mecanismo de Theorell-Chance, pues en ¢l la etapa limitante

ebe venir dada por la ruptura del complejo E-NAD para el sentido diacetilo-acetoi-
na y del complejo E-NADH para el acetoina-diacetilo. Sin embargo, de las relacio-
nes de equilibrio que se dan en el mecanismo de Theorell-Chance puede deducir-
se que

a) K, = Ka Ks : Ky = Vmax
K’ ;
por lanto : (E}
Ka Vmix
b) Kg = — .
K’ (E)
: Ka Vms
a Vmix
c) Ky (E) = = V’mix
K'n
— 378 —

definiendo Vmix y V’max las velocidades méiximas en ¢l sentido direclo e inverso
respectivamente. Puesto que Ka es mayor que K’s, de la ecuacién c) se deduce que
V'mix debe ser mayor que Vmax, lo que exige que K sea mayor que K7, Por tanto
tampoco la disociacion del complejo E - NADH puede ser la causa responsable de
la aparente irreversibilidad del sistema, lo que obliga a admitir que lo es la escasa
afinidad del enzima por la aceloina; (esta conclusion se halla hasta cierlo punto
confirmada experimentalmente por la elevada Ki que muestra la acetoina) y/o una
gran dificultad en la transferencia de Hidrégeno desde la acetoina al NAD.

CAPITULO VI

EFECTOS DEL pH SOBRE LOS PARAMETROS CINETICOS DE LA REACCION

VL1, [stRopUCCION

La actividad enzimdtica se ve afectada por ¢l pH del medio; un enzima suele ser activo
séle dentro de un range limitado de concentracién de hidrogeniones. La descripeion més elemen-
tal de los efectos del pH sobre e] enzima es la que dan los perfiles de pH (representacién de la
actividad en funcion del pH, manteniendo consiantes ¢l resto de los pardmetros que afectan a
la velocidad de reaccion) en los que se observa un pH optimo. El perfil de pH y el pH dptimo
son, sin embargo, muy poco informativos; tienen sdlo el valor de paréametros operacionales, pues
dependen de la temperatura, naturaleza y concentracion del tampon, fuerza ional del medio,
pureza de las preparaciones enziméticas, elc.

La multiplicacién por un factor de 5 de la concentracidn del cation Mn** es, por ejemplo,
capaz de producir un desplazamiento de dos unidades todo el perfil de pH de la fosfaiasa alcalina
de 1a mucosa intestinal de los bavidos (MokTos, 1957).

Los efectos del pH sobre la actividad enzimdtica son consecuencia de la influencia ejercida
sobre: a) La estabilidad del enzima; b) La afinidad del enzima por ¢l (los) substrato(s) y ¢} La
velocidad maxima de la reaccidn.

El pH influye sobre la estabilidad del enzima afectando a las estructuras secundarias, ter-
ciaria y/o cuaternaria de ln molécula protéica. La esiabilidad de un enzima frente al pH se ve
con frecuencia modificada por la presencia o ausencia de cofactores y substratos, por la tempe-
ratura, la concentracion del tampén, fuerza ional y constanie dicléctrica del medio.

Para poder interpretar los datos obtenidos en experimentos cinéticos encaminados a estu-
diar los efectos del pH sobre )a nciividad catalitica y a aclarar por tanto qué grupos del centro
activo del enzima participan en la reaccién y como interaccionan con los substratos, resulta im-
prescindible determinar previamente la estabilidad del enzima {rente al pH en experiencias
cuidadosas realizadas en condiciones idénticas o 1an préximas.como sea posible.

Los efectos del pH sobre la actividad catalitica del enzima son consecuencia de cdmo afec-
tan a la icnizacitn de los grupos prototropices, generalmente localizados en las cadenas laterales
de los aminodcidos de su centro activo, que a su vez pueden estar implicados: a) En el mante-
nimiente de su configuracion: b) en la fijacién del substrato y ¢) en su transformacién en
producto.

Un estudio completo de Jos efectos del pH sobre la actividad catalitica de los enzimas es
sumamenie laboriose, incluse en las reacciones monosubstrato mas simples, ya que el pH in-
fluye sobre la ionizacién 1) del enzima libre, 2) del substrato, 3} del complejo enzima-substrato
v 4) del complejo enzima producto, Sen, por ello, muy pocas las veces que se han llevade a
cabo estudins en los que se determinen todos los grupos de ionizacién implicados en ¢l proceso
catalitico. limitindose en general a la determinacion de los correspondientes a la etapa limi-
1ante de velocidad.
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En una reaccion bisubsirato, eomo en ¢l caso de la diacetilo reduciasa, que sigue ademas
un mecanismo (¢l de Theorell-Chanee) bastante complejo, las dificultades se ven considerable-
mente aumentadas y en nucestro caso mds atn, si se tiene en cuenta la imposibilidad prdciica
de medir velocidades de reaccion a concentraciones de saturacion de ninguno de los dus substra-
tes ni la actividad en el sentido inverso,

Los efectos del pH sobre la actividad diacetilo reductasa hasta ahora estudiados (Brases
y Keexax, 1970; Gaswiet, y col, 1971 Buucos y Mantfs, 1972) se limitan & la determinacion
de los perfiles de pH en las condiciones standard de ensayo: estos datos son, por supuesto, vili-
dos sélo para las condiciones en que fueron obtenidos y carecen de eualquicr valor, salve ¢l
puramente operacional.

Las experiencias que en este capilulo se describen fueron disefiadas en orden a estudiar fos
efuetos del pH sobre la esiabilidad del enzima, las constantes de equilibrio de la reaccion v la
velocidad mixima. De los resuliados obtenidos se infiere la posibilidad de participacion de de-
terminados grupos en la actividad enzimdtica, Tales diferencias derivan de los pK hallados para
las distintas formas del enzima, Es preciso, sin embargo, tener en cuenta la gran sensibilidad
que la ionizacién de un grupe prototropico ofrece frente a las condiciones ambienlales; en una
proteina (un eozima) ¢l pK de determinado grupo puede verse notablememe desplazade a con-
secuencia del entorno hidrofiibico creado por tas cadenas lawerales de os aminodcidos neutros
y aromdticos, o de la concentracion de cargas positivas o negativas; por cllo la participacion dv
determinados grupos en el procese catalitico deducida basindose exclusivamente en los pK de-
terminados por métodos cinéticos, solo puede ser sugerida, aunqgue. por supuesto, con una alta
probabilidad de certidumbre,

V1.2, MATERIAL Y METODOS

Preparaciones enzimdticas

Se utilizd liefilizado de la fraccidn protdica que precipita entre 1,5 y 2,5 voli-
menes de acetona.

Preparacion de reactivos

Se preparé una disolucién madre con una cantidad de diacetile medida por
pesada, a partir de la cual se obluvieron las subdiluciones que se citan en la des-
cripcion de cada experimento. La concentracion exactla de diacetilo en la disolucion
madre se comprobé por el mélodo coloriméirico de Owanes y Jakovac.

Por el mismo procedimiento se prepararon las disoluciones de NADH, cuva
concentracién real se determiné espectrofotométricamente por su extincién a 310 mye.

Determinaciones de la actividad diacetilo reductasa.

Se realizaron por el procedimiento espectrofolométrice standard, salvo que el
tampon usado fue preparado con fosfato bipotisico monopotdsico (0,05 M. en el
ensayo) y pH variado lo mismo que'la concentracion de substrato, como requeria el
lipo de estudio realizado.
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Cilculo de las constantes de equilibrio y velocidad mdxima

Los valores de las constanles y de la velocidad maxima a cada pH se obtuvie-
ron a partir de los datos experimentales representandelos grificamente por el méto-
do de FrLoRrINL y VESTLING, '

En cada experimento de pH se realizaron controles de actividad a pH 6,1 en
condiciones standard de ensayo, con ¢l fin de medir con precision la cantidad de
enzima utilizado. Los valores de velocidad maxima obienidos a cada pH se refirieron
a una concentracién de enzima de 100 unidades en las condiciones normales de

ensayo.

VI.3. ResuLranos
3.1, Influencia del pH sobre actividad enzimdtica

Los efectos de la concentracion de iones H sobre la actividad diacetilo reducta-
sa fueron estudiados en un rango de pH calculado entre pH 5 y 8, en tampén fos-
fato 0,05 M final en el medio de analisis, midiendo la actividad a intervalos de 0,2
unidades de pH. En los puntos de pH 5, 5.2 y 5.4 se comprobé el pH final al afiadir
¢l resto de los reactivos, dada la escasa capacidad tamponante del foslato a esos
niveles. Resulté ser de 5,15 para el supuesto de 5, de 5,35 para el de 5,2 y de 545
para el de 51,

Como preparacién enzimatica se utilizo liofilizado de la fraccién protéica que
precipita entre 1,5 y 2,5 voliimenes de acetona, disuelto en sacarosa 1,5 M. A lo
largo del experimento se fueron tomando controles midiendo la actividad al pH
standard de ensayo.

Los resultados obtenidos aparecen recogidos en la figura 53 a.

3.2.  Efecto del pH sobre la estabilidad enzimdtica

Fue estudiada de la siguiente forma: Se suspendieron 2 mg. de preparacién en-
zimidtica en 10 ml. de sacarosa 1,5 M. A partir de esta suspension se fueron pipe-
tando en diversos momentos muestras de 0,5 ml. en tubos de ensaye, que contenian
1,5 ml. de tampén fosfalo bipotdsico monopotdsico 0,1 M. de distintos pH, desde
pH 5 a pH 8 y 1 ml. de agua destilada; cada tubo fue incubado a 25"C.durante
cinco minulos, pasado este tiempo, se tomé un ml. de la muestra y se ensayé la ac-
tividad diacetilo reductasa de acuerdo con el siguiente esquema:

Cubeta muestra—Un ml. de la solucién enzimatica previamente incubada, 0,5 ml.
de una disolucién de tampén fosfato 0,2 M. mis diacetilo 10 mM; 0,3 ml. de sacaro-
sa 1,66 mM., 0,5 ml. de NADH (0,2 mM) agua destilada o drcido fosférico 0.05 M
en la cantidad necesaria para llevar el pH a 6,1.

Cubeta referencia—Agua destilada.
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Mientras tenia lugar la incubacién de una muestra a 25°C en el resto de la di-

solucion inicial se mantuvo a 0"C.
Durante ¢l experimento se intercalaron testigos para comprobar si se producia

pérdida de actividad con ¢l tiempo.

Los resultados obtenidos se recogen en la figura 53 b, donde puede comprobarse
que se mantiene la actividad pricticamente sin variaciones en todo el rango de pH
utilizado, a pesar de que el periodo de incubacién del enzima a cada une de los pH
vs considerablemente mas largo que el tiempo normal de realizacion de los anilisis

3.3.  Efectos del pH sobre los pardmetros cinéticos de la reaccion

pH 5,1 —Siguiendo el esquema experimental expuesto en el apartado V1.2, se
estudié la velocidad de reaccién a pH 3,1, frente al siguiente rango de concentracio-
nes de substratos: NADH 0,30; 0,20; 0,15 y 0,10 mM y de diacetilo 10; 5; 25 y
1,25 mM. Se suprimié en este caso el punto 20 mM de diacetilo en las representacio-
nes, porque se comprobé la existencia de cierta inhibicién por ¢l propio substrato,
El valor de las conslanles cinéticas se obtuvo a partir de las representaciones
doblemente inversas (figura 5t a y b) de las intersecciones de las rectas obtenidas
en dichas representaciones en funcién de 1/substrato (figura 55a y b). '
Kdiacetilo 3.26 mM; KN:\DH 147 X 107" M; K'diacetile 2,06 mM; K’NADH

0,58 X 1013
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Figura 54—Citculo de Kdiacetilo (a) y KNADH (b) o pH 5.1, por ¢l método grifico de

FLorixt y VESTLING.
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La velocidad control a pH 6,1 de la que se parti6 para realizar el experimento
fuc de 138,3 m pmoles de diacetilo reducidos por min. en la muestra ensayada
(0,5 ml. de preparacion enzimdtica) y la Vmax resultante de 183. El valor de la
Vmix corregida para 100 unidades de enzima es de 132,3.

pH 5,4.—Los valores de los pardmetros cinélicos de la reaceién a este pH fueron
estudiados utilizando las mismas concentraciones de subsiralos que en el experi-
mento anlerior.

De las representaciones 1/v en funcion de 1 / Diacetilo y de 1/v en funcién de
1 (NADH) (figura 56 a y b) sc obtuvieron las constantes de disociacién, cuyos va-

= 5,13 mM y KNADH = 149 X 10+ M. Las

fores son los siguientes: Kdiacetilo
constantes de Michaelis para ambos substratos, determinadas por medio de las repre-

sentaciones de la figura 57 a y b dan los valores K'diacetilo = 27 mM y K'napi
= 058 X 10-* M. La velocidad control a pH 6,1 utilizada en este experimento
fue de 136,8 m pnoles de diacetilo reducidos por min. y la mixima obtenida de

234, La velocidad maxima corregida para 100 unidades es de 171
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Figura 57.—Calculo de K’'NADH ¥y K diaeetito a pH 5.4, Intersecciones de la figura 56 (a y b)
en funcién de 1/ (NADH } y 1/ {Diacetilo), respectivamente.

pH 5,9—Se amplié en esta experiencia ¢l rango de concentraciones de NADH,
afiadiendo el punto 0,40 mM, manteniéndose las mismas concentraciones de diace-

tilo que en los experimentos precedentes.
Los resultados han sido representados graficamente en las figuras 58 a y by

59a v b, a partir de las cuales se obtuvieron las I constantes de equilibrio de la
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eaccién y la Vmix, siendo sus valores los siguientes: Kdiacetilo = 5 mM; kyapp
= 1,5+ X 10~ M; K'diacetilo = 2,81 mM y K’y o pyy = 0.87 X 10-* M.

La velocidad nasima resulté ser de 238, partiendo de una velocidad control
apH 6,1 de 115,2. La velocidad méxima corregida es pues 206.

plf 6.3.—Este experimento se llevé a cabo siguiendo la misma marcha expe-
rimental que en los anteriormente descritos. La velocidad control a pH 6,1 de la
que se partié para la consecucion de esta experiencia fue de 121 m it moles de
diacetilo reducidos por min. Los resultados representados graficamente por el mé-
tedo de Frorin y VESTLING, liguras 60 a y by 6] a y b, han servido para determinar
¢l valor de las constanles a este pH, que son: Kdiaceiilo = 1,3 mM; KNADH: 1,64
X 10-4 M; K'diacetilo = 3 mM y K’'NADH = 1,16 X 10-¢ M. La Vmix obtenida

fue de 243 y la Vmix corregida 210,7.
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Figurs 60.—Caleulo de Kdiacetilo (2) y KNADH (b) a pH 6,3 por ¢l método grifico de
Frorixt y VESTLING.

pH 6,7—Se intenld en esta experiencia aumentar las concentraciones de dia-
celilo hasta 20 mM, comprobandose por medio de las representaciones directas
(V en funcién de S que esta concentracién de substrato ejercia ya un apreciable efec-
to inhibidor. Se decidié pues continuar con las mismas concentraciones con que se
venia trabajando.

Los resultados que aparecen representados en la fig. 62 a y b permiten calcular
el valor de las conslanles cinéticas a este pH: Kdiacetito = 3,656 mM; Ky, py = 1.9

X 10-1 M; K'diacetilo = 2,64 mM y K’ NADH = 1,35 X 10-1 M.
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El punto de corte con ¢l ¢je de ordenadas cn las representaciones 63a y b es
1/V = 1,92, siendo por tanto la Vmax 203; considerando que la vielocidad eontrol
utilizada fue de 103,9 y la Vmix corregida 195,3.
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Figura 63.—Célculo de K’'NADH y K'diacetilo a pH 6,7. Intersecciones de la figura 62 (a y b)
en funcién de 1/ (NADH) y 1/ (Diacetilo), respectivamente.

pi 7,0 —La falta de inhibicién a este pH por la concentracién 20 mM de
diacetilo nos permitié utilizar este punto para disponer de una recla més en las
representaciones grificas de los resultados, lo que supone mayor seguridad en el
célculo de las constantes cinéticas y de la Vmix. Como hasta este pH no se ha hecho
evidente el descenso en la actividad maxima, se utilizé una cantidad de enzima se-
mejante a la de los experimentos procedentes, 10,7 unidades. El valor de las cons-
lantes obtenido en las representaciones de las figuras Gla v by 65a y b es ¢l
siguiente: Kdiacaile = 3 mM; KNADH = 1,98 X 10! M; K'diacetilo = 2,12 mM
y K'napy = 142 X 1071 M. Vimax = 149; Vmix corregida para 100 unidades de
enzima 1422,

pH 7,4—En la experiencia anterior se observé ya un descenso claro en el valor
de la Vmax. Se decidié por ello utilizar mayor cantidad de enzima, aproximadamen-
t= 162,} unidades. Las concentraciones de substratos no se variaron respecto a los
experimenlos hasta ahora descritos,
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Los resultados representados graficamente en las figuras 66a y by 67ay b
ofrecen los valores de las constantes y de la Vimix siguicntes: Kdiacwilo = 2,67 mM;
KNADII =242 X 107" M; K'diacetilo = 1,62 X 10-3 M y K'Nabii= 1,15 X
1077 M. La Vmix fue de 178 y la Vimax corregida para 100 unidades de enzima 109,6.

p# 7,7—Al igual que en experimentos anferiores v sin ninguna variante res-
peclo a las concentraciones de substratos, se estudiaron los valores de los pardmetros
cinéticos a pH 7,7. De la representacién de los resultados obtenidos (figuras 68a y b
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Figura 68.—Cilculo de Kdiacetio (a) y KNADH (b) a pH 7.7 ior ¢l métede grifico de
Frorint y VESTLING.

y 69a y b) de los ensayos espectroflotométricos, por el método grifico de FLorix
y VESTLING, se calcularon los siguienles valores para las conslantes v la Vmax.,

Kdiacetilo = 2,15 X 103 M; KNADH = 2,80 X 101 M; K'digcetilo = 1,26 %
10-% M y K’'NADH = 1,67 X 10-1 M. Se partié de una velocidad control a pH
6.1 de 195,7 m pmoles de diacetilo reducidos por min. Se consiguid una Vmix de
148 y se calculé la Vmix correspondiente a 100 unidades de enzima en 75.6.

pH 8—El valor de las constantes de disociacién fue tomado de las represen-
taciones de la figura 70 a y b y el de las constantes de MiciAgLs de las represenia-
ciones de la figura 71 a y b y a partir de ellos se calculé ¢l valor de Vmax.

Estos valores son los siguientes: Kdiaceilo = 1,88 X 10-7 M; KNADH = 3,3
X 107 M; K'diacetilo = 0,81 X 10-* M. y K'NADH = 1,47 X 10-1 M. Se utilizé
una cantidad de enzima que daba una velocidad inicial, a pH 6,1, de 251,15 m pmo-
les de diacetilo reducidos por minuto.
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La velocidad méxima obtenida fue 109, por lo que equivale a 43,4 para 100 '
unidades de enzima,

pl 8,3—Como en el experimento anterior, se calcularon graficamente las
conslantes de equilibrio (figuras 72a y b y 73a y b), obteniéndose los siguientes |
valores: Kdiacetilo = 1,8 X 10-* M; KNADH = 3.8 X 10-1 M; K'diacetile = 0,72
X 10-"M; K’'NADH = 1,51 X 104 M.

Se utilizé una cantidad de enzima de 266,12 unidades v se obtovo una velo- LY o M
cidad méxima de 66. La velocidad méaxima corregida es de 21,8 a este pH,

pi 8,5—La disminucién répida de la Vmix que se venia observando en los
experimentos anleriores, nos obligé a hacer una experiencia piloto, basdndonos en
el valor aproximado de las constantes de disociacién de Miciagis esperadas para
averiguar la cantidad de enzima de la que deberiamos parlir para la realizacién de
esle experimento,

Decidimos utilizar 536 unidades de enzima. Los resultados de los ¢nsayos espec-
trofolométricos fueron representados graficamente como aparecen en las figuras
7d4ay by 75ay b, arrojando los siguientes valores para las constantes reales de | .
equilibrio y la Vmix: Kdiacetilo = 1,6 X 10-% M; KNADH = 5 X 10~ M; K'diacetilo 17 { Dlacetile) (n-‘m )
= 0,49 X 10~% M; K’'NADH = 1,55 X 10-* M. Velocidad maxima = 80 y veloci- e R
dad méxima corregida para 100 unidades de enzima, 1.9, = b

pH 8,6—Se utilizaron 900 unidades de enzima. Los valores de las constantes Figura 73—Caleulo de K'NADH y K'diacerito a pH 83. Intersecciones de la figura 72 (a y b)
de equilibrio se calcularon en: en funcién de 1/(Diacetilo) y 1/{NADH), respectivamente.
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Figura 74—Cilculo de Kdiacetito (2) y KNADH (b) a pH 85 por ¢l método grifico de

FrLoriv y VesTLING.
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KnNADH = 6,35 X 1077 M.

K’napn = 1,5 X 1074 M.

Kdinl:lzliln“_l,?s % 10-% M.

K’ gincetilo = 0:415 X 10-7 M.
y el de la Vmix en 125, siendo la velocidad méxima corregida para 100 unidades
de enzima, 13,9.
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La validez de todas las determinaciones realizadas en el estudio descrito ante-
riormente fue comprobada mediante el procedimiento de representar las pendientes
de las rectas oblenidas en las representaciones primarias en funcién de la inversa

de la molaridad de uno y otro substrato; las rectas son paralelas.
También se cumple, dentro de un margen de aproximacién razonable, que,
en cada caso, el producto K’a Kb = K’ Ka, como cabria esperar si la cinética de

la reaccién fuese del tipo de la de MICHAELIS.
Los resultados generales del estudio de los efectos del pH sobre los pardmetros

cinéticos de la reaccion aparecen representados en la tabla 20.

vi4., Discusién

Perfil de pH—El perfil de pH a las concentraciones de substratos y tampdn
habitualmente usados, ofrece la forma observada en la mayoria de los enzimas, con
una rama ascendente y otra descendenle, casi simétricas. El pH éptimo se halla

entre 5,8y 6,2.
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- TABLA 20
tctos del pH sobre los parametros cinéticos de In reaccion

pH

8.6
79

6.35

041

B.5
1,6

0,49
155
14,9

83
188 13
33 3,8
084 072

7.7

2,15
2,86
1,26

7.4

2,67
2,42
1,62

.1
3
158
2,12

6,7
3,65
19
2,64

6.3
43
1,64

1,54
2,81

5.4
5,13
149
2,7

526
2,06

LN |

Kdiae. (mM)
KNADH (M X 10-%) 147
K'diac. (mM )
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15

21(:.15 1,35 142 145 167 147 1,51
N 75,6 434

087

206

0,79
171

K'NADH (M. 10-4) 0,58

13,9

24,75

22 1096

1953

1323

Vmix

g
S %
Q15 -
o
u o x
[
e
5
1/ (NADH) (mM)
2 P §

¥
IO'//

INTERSECCIONES

1/ (Diac.) (mM)

! 2 3

Figura 77.—Calculo de K'NADH y K diacetito a pH 8,6. Intersecciones de la figura 76 (a y b)

en funcion de 1/ (NADH) v 1/ (Diacetilo), respectivamente.

Los pH éptimos para la actividad diacetilo reductasa hasta ahora publicados
son muy diversos BRANEN y KEENAN (1970) dan para la reaccion catalizada por el
enzima procedente de Lactobacilus casei un éplimo de -1,5. Sreckman (1969) da,
en cambio, un pH éptimo para la reaccion calalizada por el enzima procedente de la
cepa 18-16 de Streptococus diacetilactis de 6,2. Las diacetilorreductasas de origen
animal dan todas ellas éptimos en torno a pH 6 (GABRIEL ef al, 1971 y Burcos y

Martix, 1972).

En los dos casos en que se ha publicado hasta ahora un perfil de pH completo
(Braxes y Kegnan y Burcos y MarTIy) se observa la presencia de més de un pico,
a diferencia de lo hallado en los experimentos descrilos en este capitulo. Pese a que
las condiciones y marcha experimentales utilizadas por Burcos y MaRTIN son muy
s a las aqui usadas, no es facil decidir si las discrepancias observadas en el
ales en la estructura o mecanismo de accién del
1 mismo

similare

perfil de pH reflejan diferencias re
enzima; curiosamente, en experiencias no publicadas llevadas a cabo en ¢
escritos, ha podido observarse que

laboratorio en el que se han efectuado los aqui d
a, obtenidas

las preparaciones parcialmente purificadas por precipitacién acelénic
a partir de la fraccién soluble de higado de bévido ofrecen el mismo perfil de pH

descrito por Burcos y Martix (1972), pero las purificadas por el mismo procedi-
miento a partir de mitocondrias, lisosomas y microsomas, aunque presentan dos
picos de actividad similares, son mas aclivos a pHs més bajos (HErRERO, 1973,

comunicacién personal).
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Los estudios de estabilidad demuestran que la diacetilo reductasa de higad
de paloma es totalmente estable entre pH 5.1y 7.4 y se ve muy poco afectada lf:lrz
los pHs de 5 a 5,1y de 8 a 10, lo que pone ya de manifiesto que el perfil experimental
de pH refleja fundamentalmente los efectos de la concentracién de hit‘lio eni ?
sobre la actividad catalitica. Esta observacion queda ademas plenamente cgnlll'll:ms
da co.mpamndo el perfil experimental con el calculado a partir de la ecuaciér:n(?(:
ve.lomdad, aplicando a cada pH el valor de las constantes cinéticas hallada
mismo (figura 78). e

1o
o
- / \
£ +
3 | R
E 90 / \,
in
Q
N 4{x
g /
b~
b 70+
W r
O
4
g \
[~
——
504 ¥
3
a 4
& ,
& )
= ¥
*
104

52 56 6 6 68 72 74 8 64 88
pH '

Figura 78—Perfil de ori
; pH tedrico calculade para las concentraciones i i
{ a St i) |
y NADH, aplicando los valores de las constantes cinéticas obtenidos a cadLn pl-?l:iltzlnrgc:;cidél:cvtgl(;‘

El anilisis de los dates que figuran en la tabla 20 demuestran que:

l.—La afinidad por el diacetilo es minima a pH éplimo y aumenta tanto haci
el lado acido como hacia el alcalino. . -

2..—La afinidad por el NADH disminuye a medida que ¢l pH aumenta hasta
nprm-umadamenle 6,5, a partir del cual se mantiene constante en un valor minime, y

3—La velocidad mdxima alcanza su valor més allo en la zona de pH 6ptin;o).
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El perfil de pH observado ¢s consecuencia de la combinacién de los tres efec-

2 fundamentalmente ¢l influjo que la concentracién de hidrogeniones ejer-

tos; reflgj
ad por los

ce sobre la velocidad maxima, atenuado por la influencia sobre la afinid
cubstratos: Los cfectos sobre la afinidad por ¢l NADH y por ¢l diacetilo son en gran
medida antagonicos a los ejercicios sobre la velocidad méxima.

Variaciones de las constantes de velocidad y equilibrio con el pH. —Cualquier
tacién de los datos experimentales oblenidos en los estudios cinéticos de

interpre
locidad y equilibrio, requiere la consi-

los efectos del pH sobre las constantes de ve

deracion del mecanismo seguido por la reaccién.
En ¢l capitulo V se ha demostrado que la reaccién catalizada por la diacetilo

reductasa de higado de paloma sigue un mecanismo de Theorell-Chance, en el que
ol NADH actiia como substrato conductor. La etapa limitante de la velocidad es
pues la liberacién del coenzima oxidado a partir del complejo E-NAD. Los resul-
tados experimentales se interpretan a continuacién, basdndose en este mecanismo.
Aplicando ¢l método descrito por Dixox {1953) a esta reaccién, la dependencia
respecto del pH de los parametros cinéticos viene dada por las ecuaciones:

{Ee. V1.1.)
log. Vmax.= 10g. Vmix.® PITENAD
(Ee. V1.2)
Vinéx V/ FE-NAD
log = log —. - —
K’NADH Rnapn X E X napn /T ENaD

Esta ecuacién puede transformarse asi:

(Ee. V1.3.)

Vs s _
log. M = log. Vix.t M ENAD 198 K'NADH- log. f-g—

K’ ~NADH _
- - — log —™%_ 4 g A +
— log. I"napn T los f~g.nap = log. T B PTENAD
NA\PH

+pFE + plx, 0 —Ppaap = 108 K,“‘“"‘ + pfg + plNADH
(Ec. VL.1L) NADH
log. Vix. log. ‘_[maix.
m —— + P ENADH T Pl diacetilo
K dincetilo K(Iincclilu
{Ec. V1.5.)

log. V'nax = log- V'max+ PITENADH
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en las que pl~ es el logaritmo negativo de las apropiadas funciones de pH de Mi.
R 1 ] . - FrE, . s
cl-:m,hs ¥ K'gincetitos K NADH» Vmix y V'mix los pardmetros de [a ecuacion indepen-
diente del pH, es decir, los valores alcanzados por K'diacetilo, K’NADH, Vmix y V’mix

(‘:ua.ndo el enzima (y sus formas) y el substrato se hallan en el estado de ionizacién
oplimo para la reaccién.

2,8+
2.6

241

087

051

0.4

L
-
-

45 5 55 6§ g5 7 2.5 a4 a5 ¢

Figura 79.—Determinacion el ph de ionj i i
B grupos ionizables ¢n el enzima libre. Repre i
el g (Vmax /KINADEH ) e e o ol . e

La velocidad méxima de la reaccion en sentido inverso (V") que no ha podido

determinarse experimentalmente dada la irreversibilidad a efecios précticos del
sistema, se ha obtenido a partir de las ecuaciones,

— 402 —

(Ee. V1.6.)
Vmix = K, (E)

KnapH Vmix

K'_l -
K’Napn (E)
. . _  Knapn Vmix
V’mix =
K’NADH

Siendo K3 la constante de velocidad de la disociacién del complejo E-NADH
en Ey NADH. Los demas términos ya han sido definidos.

en funcion del pH deben permitir por
K'NADH
tanto la obtencién de los pK del enzima libre y NADH en los puntos de corte de
las lineas rectas, cuya pendiente debe ser un niimero entero, langentes a las ramas
de la grafica. Estos puntos deben distar en vertical del punto de inflexién log. de 2,
y de log. de 3 en el caso que coincidan dos pK (para mas detalles véase Dixon y
WeBE, 1961).

Las representaciones de log.

Vmax
Del mismo modo las representaciones de log. —— y las de V’, am-
K’diacelilo
bas en funcién del pH deberian dar los pK del complejo E-NADH y del diacetilo
(si fuera ionizable). Las de V en funcién del pH daran los pK del complejo E-NAD.

Vmax
En la figura 79 se representa log, ——

K'NADH

coiifeccion de esta grafica los valores de V seN}.::\a tomado de la figura 81, al objeto
de eliminar en lo posible los errores experimentales. Las lineas de pendiente 0 y—1
se cortan a pH 7-7,1; dado que en el rango de pH estudiado no pueden esperarse
interferencias provocadas por la ionizacién de algin grupo en la molécula del
coenzima, cono se prueba por titulacién de una muestra del mismo con NaOH
(véase grafica 80). Este pH corresponde a un pK del enzima libre, que concuerda
con el esperable de un grupo imidazol de la histidina.

La representacion de log. Vmax en funcién del pH (figura 81) permite obtener
un punto de corte de las lineas de pendiente 0 y —1 en 7,3, que representa un pK del
complejo E-NAD. La relativa concordancia con este pK del complejo enzima NAD
sugiere que el grupo de pK = 7 del enzima libre estd implicado en la liberacién
del coenzima oxidado a partir del complejo E-NAD.

Dada la apariencia simétrica de la representacién de la figura 81, cabe suponer
la exislencia de otro pK en torno a 1,9 que, a pesar del desplazamiento del pK es-
perable de la asociacién con el coenzima, corresponderia muy probablemente al

en funcién del pH; para la
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Figura 80—Curva de titulacién del NAD con Na(OH) N/25.

grupo carboxilico de la cadena lateral de un resto de cido aspirtice o glutamico.
-, lo que se con-

Este pK no se observa en las represenlaciones de log.
K’NaDH

sidera debido a que en el enzima libre estd en una regién de pH ligeramente mis

dcida no explorada.
v -
bl (ligura 80) muestra un pK a pH 7.8-

La representacién de log. —
K'diacetilo

7.9, que ha de corresponder al complejo E-NADH, puesto que ¢l diacetilo no es

— 30—

iog Vmdx

i 45 5 55 6 65
pH

Figura 81.—Cileulo del pK de grupos ionizables en el complejo E-NAD, Representacion de

log Vmix en funcidn del pH.

ionizable; un valor muy similar, pK 7,7-7,8, y también referido al mismo complejo,
se obtiene de la representacién de log. V* respecto al pH (figura 83). Puesto que en
las representaciones que dan el (los) pK del enzima libre no aparece més que uno
en esta zona, lo légico es suponer que esld desplazado 0,7 6 0,8 unidades por la fi-
jacidén del NADH.

Las gréficas en las que se representa log. (V/K'diacetilo) en funcién del pH
permiten también suponer nuevamente la existencia de otro pK hacia pH 1.9, que
ya se ha atribuido a un grupe carboxilo libre no terminal y en este caso referido

al complejo E-NADH.
En resumen, se considera que en la actividad catalitica deben participar por

lo menos dos grupos ionizables, uno de pK — 4,9 y otro de pK 7-7,1, que corres-
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ponden probublemente a2 un grupo carboxilico (no «) y a uno imidazol de la histi-
dina. Este dltimo parece intervenir en todas las etapas de la reaccién y el primero
como minimo en la fijacién al enzima del coenzima oxidado o reducido.

261

187
16

1,41

V max
K' diacetilo {mM)

1,24

log

0,81

064

Figura 82—Cgleulo del pK de grupos ienizables en el complejo E-NADH. Representacian
de log (Vmax /K 'diacetilo) en funcién del pH.

En una reaccién de la naturaleza de la aqui considerada, en la que la etapa
determinante de la velocidad no es la catalitica propiamente dicha, es de esperar
que la protonacién de un grupo prototépico desplace su pK hacia el lado alcalino
y la ionizacién hacia el 4cido. El desplazamiento del segundo pK a valores mas
altos en el complejo E-NADH que en el enzima libre y en E-NAD indica, por tanto,
que la fijacién del NADH va acompaiiada de la incorporacién de un protén al en-
zima, que se libera durante la oxidacién del NADH a NAD.
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I+ NADH + H+ = EH-NADH.
EH-NADH + CHy{CO)-CHy = E-NAD + CHy-CHOH-CO-CH,

E-NAD}) = E + NAD

"1

f+

08
06 7 7 z v v v v T v 7
4 45 5 55 & 65 7 75 8 8% 89

pH

onizables en ¢} complejo E-NADH. Representacion de

i d l % s i ..
U e S Gl max s¢ han obtenido de la ecuacion V06,

Yas V'max n funcion del pH. Los valores de ¥V

Un esquema similar se halpropueslo para un grupo histidina de la lactato des-
hidrogenasa (WiNeR ¥ SCuwerT, 1958) y para un grupo tiol de 1a alcohol deshidro-

genasa (Davzikr, 1963).




CAPITULO VIl
CONCLUSIONES

| h‘l.:&:] ha disefiado un método para la purificacién de la diacetilo reductasa
e higado de paloma,.con el que se logra un rendimiento del 5 % con un factor de
enriquecimiento superior a 250, que consta de las siguientes etapas:
a) Homo-geneizacién con 5 voliimenes de agua destilada fria (0-4"C).
b) Centrifugacién a 105.000 X g. durante 100 minutos.
-c? Fraccionamiento del sobrenadante con acetona, recogiendo la fraccién que
precipita entre 1,5 y 2,5 volimenes por volumen de muestra.
1 d) Lloﬁllzac‘lén del precipitado, suspensién del producto en tampén fosfato
M pH 6,1 y clarificacién por centrifugacién a 105.000 X g. durante 15 minutos
e) Cromatografia en Sephadex G-100. .

9, . .
— ca—Sle h; confiltmado la estequiometria de la reaccién utilizando preparacio-
desh‘dren es de achv1dad.m NADH-oxidasa, butilénglicol deshidrogenasa y acetato
ldrogenasa, que pudieran oscurecer la inlerpretacién de los resuliados, demos
. .

trandose que la actividad estudiada corr
. esponde a la EC. 1.1,1.5, ina:
deshidrogenasa o diacetilo reductasa). A

. 3—Por cfomatografia en gel de Sephadex sélo se observa una especie enzima-
; ;:8 Ot:)ue I:_:::"nalme la reaccién EC. 1.1.1.5. Su peso molecular se ha calculado en
:000. Esto representa una notabie divergencia con respecto, a la diacetilo reduc-

tasa de higado de ternera; en la i
; que se han descrito dos especies d
26.000 y 72.000, y con la de higado de rata. poeies €& ppg meleculer

4.—La reaccién diacetilo reductasa catalizada por el enzima procedente de hi
gado de paloma se comporta como irreversible en las condiciones standard d .
sayo. En presencia de metasulfato de fenazina y nitroazul de tetrazolio se ohb .t
sin enllbargo, cierta transformacién enzimética de la acetoina a diacetilo Es:) 5?“’5*
se atribuye a la reoxidacién del NADH formado, manteniendo la relacién ;I;]gcl-llo
NAD por debajo del valor de equilibrie, que se ha estimado es inferior a 1/600/

5.—La diacetilo reductasa de higado de paloma ofrece una gran especificidad
m]?ecto al aceptor de hidrégeno. Por el contrario, incluso las preparaciones ma
punl'!(fadas pueden utilizar come donador tanto el NADH como el NADPH mla:
relacién de.actividadm NADH y NADPH dependientes se mantiene constanle. du-
rante las primeras etapas de purificacién, pero se altera durante el paso por Sepha-

dex, lo que sugiere la posibilidad . .
fistirnas” & posibilidad de que las dos actividades correspondan a enzimas

= d6.I—Nc‘n se requiere la adicién de cofactores metilicos para que las preparacio-

= e enzu':jm estudiado sean plenamente activas, pero las experiencias realizadas
N y e

agentes de quelacién no descartan la posibilidad de que la diacetilo reductasa
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de higado de paloma sea un metaloenzima. Algunos de los quelantes mas eficaces
no ejercen efecto inhibidor alguno, y las caracleristicas de la inhibicién por el que
muestra mayor actividad inhibidora, el acido salicilico, pueden interpretarse en di-
versos sentidos: El efecto inhibidor es pricticamente instantineo, se ateniia por di-
lucién, desaparece por completo tras una dialisis relativamente breve y cinética-
mente se muestra no-compelitivo respecto a los dos substrates. El dcido salicilico
podria, pues, inhibir por quelacion, formando un complejo inactivo enzima-metal-
quelante con una constante de estabilidad muy baja.

7.—A partir del anilisis de las variaciones de la velocidad inicial respecto a la
concentracion de substratos y del patrén de inhibicién por los preductos y los ana-
logos del diacetilo, se concluye que la reaccién catalizada sigue el mecanismo de
Theorell-Chance. actuando el NADH como substrato conductor.

8—Las constantes cinéticas de la reaccién, al pH déptimo en las condiciones
standard de ensayo y a 25"C de temperatura, se han calculado en:

Kdincetilo = 5 X 10-% M. KNADH = 1,62 X 107+ M.
K'diacetilo = 3,] X 10-7 M. K’NADH =1x10-*M.

Los valores relativos al NADH son muy similares a los del enzima de higado
de ternera. Los referentes al diacetilo son, en cambio, cerca de dos 6rdenes de mag-
nitud superiores, lo que supone relacionado con las distintas tasas del substrato que
cabe esperar en los tejidos de bévido y paloma.

9.—La energia de activacién al citado pH 6ptimo, se calculd en 13,700 cal/mol.
El cambio de entalpia fue estimado en 13.300 cal./mol. El de energia libre a
25 alcanza valores préximos a 15 Kcal./mol. y el de entropia se estima entre —1
y —6,8 unidades entrépicas.

Del bajo valor de cambio de entropia se deduce que la causa de la irreversi-
bilidad, a efectos précticos, de la reaccién en las condiciones ordinarias de ensayo,
no radica en la barrera termodinamica de la etapa E + NAD E-NAD. Por otra
parte, de las relaciones de equilibrio que se dan en el mecanismo de Theorell-Chance
se infiere que lampoco estd en la fase E-NADH E + NADH, lo que obliga a con-
cluir que la irreversibilidad aparente se debe a la escasa alinidad por la acetoina o,
menos probablemente, a dificultades en la transferencia de hidrégeno desde la ace-
toina al NAD.

J0.—La reaccién catalizada por la diacetilo reductasa de higado de paloma
muestra, en las condiciones ordinarias de ensayo, un perfil de pH con un sole pico,
siluado entre 5.8 y 6,2. Este perfil refleja fundamentalmente los efectos de la con-
centracién de hidrogeniones sobre la actividad catalitica. Representa de modo pri-
mordial la accién ejercida sobre la velocidad méxima, atenuada por la influencia
sobre la afinidad por los substratos que es, en gran medida, antagénica a la anterior.

El perfil indicado difiere de los hasta ahora publicades para diacetilo reduc-
tasas de otras procedencias, lodos los cuales muestran mas de un pico.
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11—De los estudios de las variaciones de

fied.uce que en la actividad catalilica deben participar por lo menos dos grupos
;f)mzables, uno de pK l-,? y otro de pK 7.7,1, que se atribuyen a un grupo carboxi-
lico no @ y a un grupo imidazol de la histidina, respectivamente. El dltimo parece
fnlf:‘rvemr en lodas las elapas de la reaccién y el primero, como minimo, en la .
Jacién del coenzima oxidado o reducido al enzima. ,

12.—El desplazamiento del segundo pK a valores més altos
E-NADH que en el enzima libre y en el E-NAD, indica que la
va acompajiiada de la incor

la oxidacion del NADH a N

en ¢l complejo
fijacién del NADH

poracién al enzima de un protén, que se libe
AD, de acuerdo con el siguiente esquema:

E + NADH + H* = EH-NADH

ra durante

EH-NADH + CHy-(CO)2-CHy = E-NAD + CH;-CHOH.CO-CH,
E-NAD = E + NAD

8. RESUMEN

‘ 'La diacetilo-reductasa de higado de paloma ha sido purificada por un proce-
dimiento que comprende la precipitacién aceténica de los extraclos acuosos ultra-

centrifugados y la cromatografia en gel de Sephadex. Con este método se obtiene
un 5% de la actividad total con un aumento de 250 veces la

tividad i
sobre Ia original. acttvidad especifica

.Esln.s Preparaciones enziméticas son muy especificas para uno de los sustralos:
el diacetilo, el cual no puede ser reemplazado por otras sustancias similares, pero
no para el otro el NADH, que puede ser sustituido por el NADPH. La actividad
tiene su pH éptimo entre 5,8 y 6,2 y no necesita iones metdlicos.

La e'nergia de activacién a pH éptimo se ha calculado en 13.700 cal /mol.
El cambio de enlalpia en 13.300 cal/mol. La energia libre a 25°C es de
15 Keal /mol y la entropia préxima a cero.

El peso molecular se ha calculado por filtracién en Sephadex y es de 110.000.

lSe ha:1 electuado un amplio estudio para explicar el mecanismo de la reaccién
concluyendo que ella sigue un mecanismo Theorell Chance en el gie el ,
conductor es el NADH. e

De los estudios de las variaciones de las constantes cinéticas con el pH se de-

duce que en la actividad catalitica deben participar por lo menos dos grupos ioni-

zables uno de pK 4.9 y olro de pK 7-7,1, que se atribuyen a un grupo carboxilico
no « y a un grupo imidazol de la histidina,
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las constantes cinélicas con el pH se

RESUME

Le diacétyl-réductase de foie de pigeon a é1¢é purifié, par un procéde comprenant
la précipitation avec de la acétone d’extraits aqueux ultra-centrifuges et la chroma-
lographie sur gel de Sephadex. Par cettc méthode on obtient un 5 sur 100 de P'ac-
tivilé totale avec une augmentation de 250 fois I'activité spécifique sur loriginale.

Ces préparations enzymaliques sont irés spécifiques pour I'un des sustrats:
le diacétyl, lequel ne peut pas &ire remplacé par d’autres substances similaires;
mais elles ne le sont pas pour Vautre: le NADH, que peut étre remplacé par le
NADPH. L'activité enzymatique a son maximun a pH 5,8-6,2 et n’a pas besoin
d’ions métalliques.

L'énergie d’actvation a pH optimun on l'a calculé en 13.700 cal/mol. Le
changement d’entalpie en 13.300 cal /mol. L’énergie libre a 25°C c'est de 15 Keal/
mol et I'entropie a peu pres céro. '

Le poid moleculaire a é1é calculé par filtration sur Sephadex en 110.000.

On a effectué une ample éude pour exprimer le mécanisme de la réaction,
en concluent qu'elle suit un mécanisme Theorell-Chance et le sustrat conducteur
c’est le NADH.

Des études sur les variations des constants cinétiques avec le pH on déduit
que dans D'activité catalytique doivent participer au moins deux groupes ionisé
'un de pK 4,9 et I'autre de pK 7-7,1 que satribuent & un groupe carboxylique
«non @ » et & un groupe imidazole de la histidine respectivement.

SUMMARY

The diacetyl-reductase of pigcon liver has been purified by a procedure inclu-
ding acetonic precipitation of the ultracentrifuged aqueous extracts and Sephadex

gel chromatography. By this method, a 5 % of the total activity is recovered, and

specific activity increased 250 fold. -
The enzymatic preparalions are very specific for one of the subsirates, diacetyl,

which cannot be replaced by any of the analogue substances tried, but not for the
other substrate, NADH, which can be substituted by NADPH. '

The optimum enzymatic aclivity is at pH 5.8:6.2, no metal ions being needed.

The activation energy at its optimum pH has been found to be 13.700 cal /mol,
The enthalpy change was 13.300 cal/mol; the free energy at 25°C was 15 Kcal/
mol and the enthropy, close lo zero.

Molecular weight as determined by Sephadex gel filtration was 1.10.000. :

A comprehensive study has been carried-out to explain the reaclion m'echamsm.
It has found to be a Theorell-Chance's in which the driving substrate is NADH.
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From the studies on the variations of the kinetic constants with pH, it is deduc-
ted that two ionizable groups, at least, participate on the catalytic activity. Its pK’s
were found to be 4.9 and 7-7.1 and are atributed respectively to a «non-g » carboxy-
lic group and to the imidazol group of histidine,
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