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CAPITULO 1

INTRODUCCION

El metabolismo del diacetilo (2-3 butanodiona) y la acetoina (acetil-
melil-carbinol, AMC) constituye un campo de interés comin para los bio-
quimicos y los tecnélogos de los alimentos. Su importancia bioquimica
radica fundamentalmente en la complejidad de su ruta biosintética, que
presenia gran variedad de mecanismos y ramificaciones posibles, y en la
aparenie discrepancia de la misma con las directrices generales del meta-
bolismo de los hidratos de carbono, del que forma parte en el sentido mas
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amplio. Esta caracterisiica podria hacer pensar en una ruta sin sentido bio-
légico si no tuviese una difusién tan amplia entre las bacterias, levaduras y
lejidos animales y vegetales.

Su interés tecnolégico deriva de la naturaleza fuertemente aromética
del diacetilo y de sus repercusiones, beneficiosas en algunos casos y per-
judiciales en otros, sobre el bouquet de la leche y de ciertos productos fer-
mentados y zumos de frutas.

[.1. METABOLISMO DEL DIACETILO Y LA ACETOINA.

Existe todavia gran confusionismo acerca de los mecanismos de for-
macién y utilizacién del acetilmetilcarbinol y diacetilo, en especial de este
altimo, debido tanto a la escasez de métodos de anilisis adecuados como
a la complejidad de las rutas metabélicas implicadas. La mayor parte de
la informacién disponible al respecto deriva de estudios relacionados con
la biosintesis de acetoina, cuyas diversas etapas estdn, hasta cierto punto,
bien dilucidadas. Sin embargo, los conocimientos actuales referentes a la
produccién de diacetilo, a la utilizacién de éste y de la acetoina y al papel
que ambos desempefian en los sistemas biolégicos, presentan numerosos
punios oscuros. En las péginas siguientes se recogen los aspectos mas in-
leresantes de las investigaciones realizadas hasta el momento en este
campo.

I. 1.1. SiNTESIS BIOLGGICA DEL DIACETILO Y LA ACETOINA

Se ha demosirado que existen, por lo menos, tres vias diferentes de
sinlesis de acetoina, una de las cuales, y tal vez las tres, conduce también a
la produccién de diacetilo. La primera de ellas fue descrita por Juni
(1952, a) en Aerobacter aerogenes y ha venido siendo considerada como
el mecanismo general de formacién de acetoina por las bacterias. El mismo
aulor(Juni, 1952, b) puso de manifiesto la existencia de otra via en la
levadura de la cerveza y en extractos tisulares de corazén de cerdo, por
lo que se ha generalizado su designacién de ruta de sintesis en las levadu-
ras y lejidos animales.

La distincién entre dos mecanismos biosintéticos distintos, uno para
bacterias y otro para levaduras y tejidos animales, no sera utilizada aqui
por considerar que desaconsejan su empleo la demostracién de la exis-
lencia de numerosas excepciones a este planteamiento: bacterias y leva-
duras que utilizan ambas rutas o la que corresponde al otro grupo (LEWIS y
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WEINHOUSE, 1958; DE LEY, 1959; SEITZ ¥ col, 1963 a; CHUANG y COLLINS,
1968) y la reciente descripcién por SPECKMAN y CoLLINs (1968, b) de
una nueva ruta comiin a ambos tipos de microorganismos.

1.1.1. Precursores.

La mayor parle de los microorganismos que sintetizan acetoina son
capaces de producirla en medios de cultivo que contienen glucosa como
tinica fuente de hidratos de carbono, por lo que se postulé que el acetil-
metilcarbinol y el diacetilo proceden de las hexosas. Esta hipétesis fue
puesia en duda al observarse que diversos microorganismos que no sinte-
tizan AMC a partir de los azicares, si lo hacen al afiadir al medio citrato,
piruvalo o lactato, y que, en algunos casos, la sintesis de AMC en presencia
de estos subsiratos puede suceder incluso en ausencia de hidratos de car-
bono (DE LEY, 1959; Busse y KanpLER, 1961; HarVEY y CoLLINs, 1963).

Durante algtin tiempo ha sido frecuente considerar precursor al ci-
tralo, dado que su adicién a los cultivos estimula la formacién de diaceti-
lo y acetoina. Sin embargo las investigaciones de Junt (1952 a y b) y pos-
teriormente las de SPECKMAN y CoLLINs (1968 b) han puesto de manifies-
10 que tanio la aceloina como el diacetilo proceden, en todas las rutas bio-
sinléticas conocidas, del acido pirtvico, un compuesto que ocupa una po-
sicién clave en el metabolismo de los hidratos de carbono, de los que se
origina via la glicolisis anaerobia a través de una serie de reacciones que
pueden resumirse asi:

(Ec.1.1)

CeH1206 + 2ADP + 2Pi + 2NAD —>

—> 2C3H405 + 2 ATP + 2 NADH,

Esto aclara la intervencién de los azticares en la sintesis de AMC y
diacetilo y los efectos que sobre la misma tiene el acido lactico, que puede
ser oxidado a piriivico mediante una reaccién reversible catalizada por la
lactato deshidrogenasa, un enzima ampliamente difundido entre las bac-
lerias
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(Ec. 1.2)
(IZH;; C|H3
CHOH + NAD C=0+ NADH,

—
COOH COOH

La participacién del citrato y oxaloacetato, que ya habia sido ante-
riormente intuida por Van BEynuM y PeTTE (1939) fue dilucidada por
DAGLEY y DAWES en 1953 como resultado de sus investigaciones sobre la
utilizacién del citrato en Aerobacter aerogenes, posteriormente comple-
ladas en olros microorganismos por WHEAT y AJL (1955 a y b), CLARKE y
Meapow (1959) y Harvey y CoLrins (1961, 62), entre otros.

De sus estudios se deduce que el paso del citrato al interior de la cé-
lula es dependiente de la actuacién de un sistema inductible de transporte
(citrato permeasa) muy similar a la RB-galactosido permeasa descrita
en E. coli por RICKEMBERG y col (1956), que estéd regulado por la acumu-
lacién intracelular del citrato. Este citrato intracelular se disocia a oxa-
loacelato y acetalo en una reaccién catalizada por la citritasa (citrato: oxa-
loacetato-liasa, E. C. 4. 1. 3. 6) y activada por los iones magnesio.

(Ec. 1.3)
COOH
| COOH
?Hz I
C=0
HO-C-COOH —> | + ?H3
: CH,
o | COOH
| COOH
COOH

El 4cido oxaloacético producido es descarboxilado por la oxaloace-
lalo descarboxilasa (oxaloacetato: carboxi-liasa, E. C. 4. 1. 1. 3) dando
lugar a la produccién de piruvato y anhidrido carbénico.
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(Ec. 1.4)

COOH

| CHs
=0 |

CH, |

| COOH

COOH

Busse y KanpLER (1961) han demostrado que la participacién del
piruvato en la sintesis de acetoina y diacetilo es independiente de que éste
proceda del citrato o de los aziicares. Se ha sugerido (SEITZ y col, 1963a)
que el acido pirtivico procedente del citrato podria ser mas eficaz en este
senlido que el formado a partir de los hidratos de carbono, pero esta posi-
bilidad, teéricamente dificil de sostener, no ha sido investigada hasta el
momento. Por otra parte, HARVEY y CoLLiNs (1963) interpretaron sus re-
sullados experimentales obtenidos con S. diacetilactis considerando que la
produccién de AMC vy diacetilo, al menos en cantidades apreciables, re-
quiere la existencia de un exceso de piruvato, entendiéndose por exceso
més del que puede ser metabolizado por las demds rutas de utilizacién del

-~ dcido pirivico.

Eslos datos permiten explicar los efectos sobre la formacién de diace-
tilo y acetilmetilcarbinol de los distintos compuestos que han sido formu-
lados como precursores: dependen de su capacidad de producir més
icido pirdvico del que se utiliza en la produccién de etanol, acetato, lac-
lalo, propionato, sintesis de Acetil CoA y otras rutas biosintéticas im-
porlanies para la sintesis celular, lo que a su vez es funcién de las carac-
leristicas metabélicas de la célula —existencia o no de las correspondientes
permeasas, grado de actividad de éstas, importancia relativa de las dife-
renles vias de consumo del piruvato— y de las circunstancias ambientales:
aerobiosis, que facilita el consumo del acido piravico por el ciclo de
KREBS, o anaerobiosis, que, al no permitir la oxidacién final de los inter-
mediarios del mismo, dificulta el funcionamiento de este ciclo; fase de
crecimiento, con el consiguiente empleo de buena parte del piruvato para
la sintesis celular, o vegetativa; acidez o alcalinidad del medio, etc.

El piruvato parece ser el dnico precursor directo de la sintesis de
AMC y diacetilo, al menos en las levaduras y en la mayor parte de las bac-
terias. Se ha descrito (SINGER y PENSKY, 1952) que en el germen de trigo
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puede ser substituido como tal por el acetaldehido, pero mucho menos efi-
cazmenle.

1.1.2.  Sintesis de acetoina y diacetilo via acetatolactato

Los primeros trabajos acerca de la sintesis de acetilmetil-carbinol
mediante la formacién de acido « -acetoléctico como compuesto interme-
diario, fueron realizados en 1947 por Watt y KRAMPITZ, que sugirieron
que el acetatolactato procedia de la condensacién de acetaldehido y
acido pirdvico. Las investigaciones posteriores, especialmente las de
Junt (1952, a), confirmaron parcialmente esta hipétesis, mostrando que la
produccién de acetoina y diacetilo se efectia en dos etapas: a) pro-
duccién de acetato-lactato a partir del piruvato, y b) descarboxilacién de
ésle para dar lugar a diacetilo y AMC.

La primera de estas etapas estd catalizada por el sistema piruvato oxi-
dasa y requiere la presencia de pirofosfato de tiamina —difosfotiamina,
TPP, DPT, o cocarboxilasa—, siendo activada por iones magnesio. La
reaccién transcurre del siguiente modo:

Bajo la accién de la piruvato oxidasa, una molécula de acido pirtvico
forma un primer intermediario uniéndose al carbono 2 del anillo tiazéli-
co del pirofosfato de tiamina, que es muy reactivo (HorLzer y Beaucamp,
1961; KramPITZ ¥ col, 1961).

(Ec. 1.5)

+
CHyC=0 + N—C-R HO -N—C-R

| I I | o

COOH HC C ——> CH3-C—— C C
N S e ' N7

S
COOH

Este compuesto - piruvato activado o @ - lactil - 2 - TPP - es muy ines-
table, por lo que sufre una rdpida descarboxilacién con formacién de
acelaldehido activado - « -hidroxietil - 2 - TPP - y liberacién de anhidrido
carbénico.
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(Ec. 1.6)
+ +
H(l) -N-C-R H(I) N-C-R
o |
CH;-C——C C -
3 l \S/ —) CH3 C ({S/C + C02
COOH

Una molécula de acetaldehido activado se condensa con otra de piru-
valo preexisiente. El grupo acetaldehido se transfiere al piruvato, con lo
que se libera de TPP dando lugar a la produccién de acido a -acetolactico.

(Ec. 1.7)
CH, HO N—C-R CH,
(|:= 0o + CH3-(IE g\ /g — HOOC-CIIOH + TPP
COOH H S C=0
i,

La segunda etapa es la descarboxilacién del acetatolactato —que
también actia como intermediario en la sintesis de valina— para dar ace-
tilmetilcarbinol y diacetilo. La descarboxilacién del 4cido acetolactico a
aceloina es enzimalica, estando catalizada por la acetatolactato descarbo-
xilasa 6 2-acetolactato carboxi-liasa (E. C. 4. 1. 1. 5) y activada por la pre-
sencia de iones manganeso.

(Ec.1.8)
lCHs (|3H3
HOOC-F-OH ~——> CHOH + CO;
|
(|: =0 C=0
|
CHj3 CH;
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La mayor parte de los investigadores admiten que, en presencia de
iones de hierro, cobre o aluminio (DE Man, 1959), a partir del acido ace-
tolactico se produce espontdneamente diacetilo por un proceso no cono-
cido que se describe como una descarboxilacién oxidativa. COLLINS y su
escuela han investigado este problema en diversas especies de bacterias
y levaduras, concluyendo que el diacetilo no procede del acetatolactato en
ninguno de los microorganismos por ellos estudiados (SPECKMAN y Co-
LLINS, 1968 b; CHuAaNG y CoLLINs, 1968) y atribuyendo las afirmaciones
en senlido contrario de otros investigadores a dificultades en los métodos
de determinacién. Sin embargo SUuOMALAINEN y RONKAINEN (1968) han
comprobado utilizando técnicas de cromatografia gaseosa, que hasta el
momenio son las més resolutivas, la conversién espontanea del icido ace-
tolactico y su éster etilico en diacetilo, incluso en atmésfera de nitrégeno.
Segtin ambos autores, la reaccién es mas rapida a medida que aumenta la
lemperalura y se ve favorecida por la existencia de un pH ligeramente
acido, condicién ésta que coincide con observaciones anteriores de que un
cierlo incremento de la 4cidez estimula la sintesis de diacetilo en los medios
de cultivo.

Se ha postulado también la formacién de diacetilo por oxidacién
de la acetoina, pero MicHAELIAN y HamMER (1939) han explorado esta
posibilidad en diversos cultivos lacteos y bajo una gran variedad de condi-
ciones experimentales, demostrando que la produccién de diacetilo no
liene lugar en ellos por esta via. Por otra parte, PorTno (1966) puso cla-
ramenie de manifiesto que tampoco es asi como se origina en las levaduras.

Sea cual fuere su origen, el diacetilo puede reducirse enzimaticamen-
te a AMC (Ec. 1.9) y éste a butilénglicol (Ec. 1.10) en reacciones que
eslan calalizadas respectivamente por la diacetilo reductasa (acetoina:
NAD oxidoreductasa, E. C. 1. 1. 1. 5) y por la butilénglicol deshidrogena-
sa (2 - 3 butilénglicol : NAD oxidoreductasa, E. C. 1. 1. 1. 4), dos enzimas
NAD- dependientes descritas por STRECKER y HArARY (1954) en Aerobac-
ter aerogenes y Staphylococcus aureus.

(Ec. 1. 9)
CHj CH,
| |
C=0 CHOH
| + NADH, —) | + NAD
C=0 G
| !
CHj CHj
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(Ec. 1. 10)

CH; CHj

I [

CHOH ———3 CHOH

! + NADH, ! + NAD
= ¢ CHOH

! |

CH3 CH';

La segunda reaccién es reversible, como han demostrado los trabajos
de STRECKER y HARARY y posteriormente los de SEitz y col. (1963 a). Con
respecio a la primera, la demostracién de que el diacetilo no se produce
a parlir de la acetoina, implica su irreversibilidad en las condiciones fisio-
légicas; aunque SEBECK y RANDLEss (1952) han descrito, en especies
del género Pseudomonas crecidas en presencia de butilénglicol, la oxida-
cién de éste a acetoina y diacetilo, otros investigadores han puesto de mani-
fiesto en diversas bacterias y levaduras que la reduccién del diacetilo a
AMC por la diacetilo reductasa es, a efectos practicos, irreversible (SEITz y
col, 1963 a; SOUMALAINEN y LINNAHALME, 1966), atin a concentraciones
muy elevadas de acetoina y NAD (STRECKER y HARARY, 1954).

Es evidente que el conocimiento de los mecanismos de sintesis de
diacetilo por esta ruta es todavia insuficiente y precisa nuevos estudios.

L.1.3.  Sintesis via condensacién de acetaldehido activado y acetaldehido
libre

La sintesis de acetoina por condensacién de acetaldehido activado y
acelaldehido libre fue puesta de manifiesto por Jun1 (1952, b) en levadu-
ras y tejidos animales, comprobindose posteriormente que esta ruta
también opera en algunos tejidos vegetales (SINGER y PENsKY, 1952) y
bacterias [Pseudomonas (DE LEY, 1959); S. diacetilactis 18 - 16 (SErtz y
col, 1963 a); E .coli (CHuanG y CoLLiNs, 1968)]. La produccién de AMC
por esle mecanismo tiene lugar en una sola etapa como resultado de una
serie de reacciones concatenadas catalizadas por un enzima TPP - depen-
diente, la piruvato descarboxilasa, y activadas por iones metélicos diva-
lentes.

Las primeras reacciones de la serie son en todo similares a las que
conducen a la sintesis de acetatolactato, excepto en lo que se refiere a los
enzimas que las catalizan: en presencia de piruvato descarboxilasa
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( 2-carboxilasa 6 2 - oxoécido carboxiliasa, E. C. 4. 1. 1. 1.) el 4cido pi-
riivico se une por su carbono « al carbono 2 del anillo tiazélico del pirofos-
fato de tiamina (Ec. I. 5, p4g. 133) dando lugar a la formacién de un com-
puesto muy 14bil, el piruvato activado 6 « -lactil - 2 - TPP. El piruvato
activado se descarboxila, transformdndose en acetaldehido activado, que
es estable (Ec. L. 6, pag. 131).

A parlir de este punto, la sintesis de 4cido acetolactico por el sistema
piruvalo oxidasay la de acetoina porla a - carboxilasa difieren notablemen-
le. Las w -carboxilasas catalizan la liberacién reversible de acetaldehido
a parlir del acetaldehido activado (Ec. I. 11) y la condensacién aciléica del
aldehido acético libre y el ligado al pirofosfato de tiamina para dar lugar
a acetilmetilcarbinol. (Ec. 1. 12).

(Ec.1.11)
+ +
HO 'w—c -R (IZHg lﬁl - (H: R
t I S oy
CHy-G——ICa.C =0 + H-C C
I \ 7/ — [ \S/
H S H
Eec. 1. 12)
+ +
HO N—C-R CH; (|JH3 zixll——ﬁ:
Lo |
CHy(—C€ ¢Cc+ (=0 — CHOH +H-¢ ¢
| \ | | \S/
H S H ¢ -0

!
CHs

Junt (1961) ha estudiado la formacién de acetoina por preparaciones
purificadas de piruvato descarboxilasa procedentes de levadura de pana-
deria, estableciendo los siguientes hechos experimentales:

(I) La formacién de acetoina por estas preparaciones enziméticas re-
quiere la presencia de TPP y piruvato. No hay produccién si el acido pi-
ravico se substituye por acetaldehido.

(I1) En presencia de TPP y piruvato, la adicién a la mezcla de reac-
cién de cantidades crecientes de acetaldehido, hasta obtener concentracio-
nes superiores a 0,02 M, no afecta de un modo significativo a la sintesis
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de AMC, pero inhibe la descarboxilacién del piruvato no competitiva-
mente.

Para explicar estos resultados, JuNI propone un mecanismo de dos
puntos para la a -carboxilasa de las levaduras, que se representa esque-
maélicamente en la figura 1.

ON o _» C0;
oS [ eess [T
b P “% M ("

A

=)

CHy CHy M H

{ @ (2)» c’:o == '=o
Chy

A ) c

M

A

@ c'sg”‘///’ CH, CHs CHy
CHy ACETOINA
-]

Figura 1.—FEsquema de un mecanismo de dos puntos para la o-carboxilasa

(Juni, 1961 ).

El piruvato activado se fija en el punto (1) estableciendo dos enla-
ces, uno por el carbono del grupo carboxilo y otro por el carbono a
(paso A). Al descarboxilarse el piruvato activado el resto de la molécula
(acetaldehido activado) queda unido al punto (1) solamente por el carbo-
no del grupo aldehido (paso B), con lo que puede ser transferido irrever-
siblemente al punto (2) (Paso C) donde se disocia reversiblemente a ace-
taldehido libre. La produccién de acetoina se debe a la condensacién del
acetaldehido libre con el acetaldehido - TPP que estd ligado en el pun-
1o (1) y no con el unido al punto (2).

Este esquema parece suficiente para comprender la incapacidad de sin-
lelizar aceloina a partir del acetaldehido y el efecto inhibidor de éste en
la descarboxilacién del piruvato: (A) No se produce AMC con acetalde-
hido libre y pirofosfato de tiamina como precursores porque, aiin cuando
se forma acetaldehido-TPP en el punto (2), éste no puede ser transferido
al punto (1), que es el Gnico capaz de realizar la condensacién. (B) Por
olra parle, la presencia en el medio de reaccién del aldehido acético libre
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provoca el bloqueo parcial del punto (2) por acumulacién en éste de ace-
taldehido - TPP, lo que dificulta el trénsito desde el punto (1). Como al
estar ocupado éste no puede fijarse en él una nueva molécula de piruva-
10, el enlorpecimiento en la transferencia de (1) a (2) origina un descenso
en la velocidad de fijacién del acido pirtvico y de su descarboxilacién.

Es preciso destacar que esta explicacién de la inhibicién por el alde-
hido acético sélo es valida si se admite que el punto (1) no estd satura-
do de acetaldehido - TPP, porque si lo estuviese la adicién de més alde-
hido acético no podria crear una acumulacién superior a la preexistente.
Sin embargo el propio Junt ha demostrado que, a concentraciones de ace-
taldehido a las que el efecto inhibidor de la descarboxilacién estd ain
lejos de su méximo, la sintesis de acetoina ha alcanzado ya la velocidad
més alia posible, lo que supone que la concentracién de los substratos en
los puntos de reaccién es suficiente para saturar todas las moléculas del
enzima.

Estas consideraciones resultardn més inteligibles en términos ciné-
ticos. El piruvato activado se descarboxila en el punto (1) liberando ace-
taldehido activado. El destino de éste queda ya decidido en el primer pun-
{o: si se condensa aqui con una molécula de aldehido acético, daré lugar
a la formacién de acetoina; de lo contrario, serd rapidamente transferido
al punto (2) y finalmente pasara a acetaldehido y TPP.

La reaccién de condensacién aciloica por la que se produce AMC de-
beria ser, en este caso, mucho mas lenta que la de transferencia (si fuese
més réapida se lograria antes el exceso para el paso de (1) a (2) que para la
sintesis), lo que supone que, a concentraciones bajas de acetaldehido li-
bre, la formacién de éste debe ser cuantitativamente méas importante. A me-
dida que aumenta la concentracién de acetaldehido libre en el medio, lo
hace 1ambién la formacién de acetoina hasta alcanzar una velocidad cons-
tante y disminuye la produccién de acetaldehido, que incluso llega a anu-
larse lotalmente cuando la concentracién en el medio es suficientemente
alta. En este momento el piruvato se usa tnicamente para la formacién de
AMC v la adicién de més aldehido acético ya no debe afectar a la descar-
boxilacién, cuya inhibicién es solamente un efecto secundario de la que
sufre la sintesis de acetaldehido.

El mecanismo que se ha descrito conduce a la formacién de acetal-
dehido y acetoina, pero no a la de diacetilo. Puesto que no parece que el
AMC pueda oxidarse espontdneamente, la sintesis de diacetilo por esta
ruta tendria que realizarse mediante el funcionamiento de la diacetilo re-
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ductasa en el sentido acetoina-diacetilo, lo que no parece probable (véa-
se pagina 136).

CHuane y CorLins (1968) estudiaron la produccién de AMC y dia-
cetilo en E. coli y tres estirpes de Sch. cerevisiae, en las que opera la via
condensacién de acetaldehido libre y activado. E. coli y dos de las tres es-
tirpes de Saccharomyces no formaron diacetilo en cantidades detectables;
la tercera si lo hizo, pero utiliz6 la ruta condensacién de acetaldehido-TPP y
Acetil-CoA (véase apartado siguiente).

1.1.4.  Sintesis via condensacion acetaldehido activado-acetil-CoA.

SPECKMAN y CoLLINs (1968, b), estudiando la formacién de diacetilo y
aceloina por Streptococcus diacetilactis y Leuconostoc citrovorum, ob-
servaron que los extractos celulares dializados producian a partir de piru-
valo y en presencia de pirofosfato de tiamina e iones magnesio, AMC, pero
no diacetilo, mientras que los extractos no dializados sintetizaban canti-
dades considerables de ambas sustancias. Estos resultados y otros obteni-
dos en estudios realizados con acetilmetilcarbinol y piruvato marcados
con carbono - 14 permitieron concluir que, en los microorganismos estudia-
dos, la produccién de acetoina y diacetilo sigue distintas rutas. El acetil-
CoA parecia estar implicado en la sintesis de diacetilo, puesto que los ex-
tractos dializados lo producian si a la mezcla de reaccién se afiadia el cita-
do coenzima, pero no en la de acetoina, a cuya sintesis no afectaba.

Posteriores experiencias con acetilcoenzima A marcado probaron que
el diacetilo en S. diacetilactis y L. citrovorum procede de la condensa-
cién del acetaldehido activo, formado a partir del piruvato en presencia
de TPP (ecuaciones I, 5 y I. 6, pags. 133 y 134) con acetil - CoA mediante
un mecanismo para el que SPECKMAN y COLLINS proponen las siguientes
etapas:

El acetaldehido - TPP se condensa con el acetil coenzima A, dando
lugar a un complejo acetaldehido - TPP - acetil CoA.

(Ec.1.13) ~
HO -N-C-R 0 HON—C-R

I (LT I Rl I
CH:;-C——C\g /C + CH-C\ —— CH3-C.C\S/C

| X S-CoA [

H CH;3-C-S-CoA

i
HO

+
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Del citado complejo se libera en una primera etapa coenzima A.

(Ec. 1. 14)

+
HO N—C-R
p | (LSS
HO N—C-R  CH;-C——C_ C

I B T | s
CH-C—C, € —CH;-C= 0
| S8 +

CH;-C-5- CoA CoA-SH
[
HO

y en una segunda etapa se disocian el diacetilo y el TPP.

(Ec. 1. 15)
2 +
HO -N—C-R (IZH3 Iﬁl—(]fR
| il Il
-C— = + H-C
CH;3-C C\ /C o= C=0 \‘/C
| S | S
CH;-C=0 IC= 0
CH3

Esta ruta no conduce directamente a la formacién de acetoina, pero
puede producirla si opera en conjuncién con la reduccién enzimética del
diacetilo, en presencia de NADH, por la diacetilo reductasa (ecuacién I.
9, pag. 135).

Hasla el momento se tienen pocos datos acerca de la distribucién de
la citada via, pero CHuaNG y CoLLINS (1968) han demostrado que se da
lanto en bacterias como en levaduras.

1.1.2. UTILIZACION BIOLOGICA DE LA ACETOINA Y EL DIACETILO.

Un aspeclo muy interesante del metabolismo del diacetilo y la acetoina
es el que se refiere a su utilizacién en los sistemas biolégicos, en algunos
de los cuales se sitian entre los principales productos de la fermentacién
de los azticares. DE Ly (1959) ha demostrado que algunas estirpes de
Aerobacter racens, A. pasterianum y A. ascendens cultivadas en un me-
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dio que contenia lactato como principal fuente de carbono, convierten la
mayor parte de este substrato en acetoina —hasta el 74 % del maximo
tedricqg en los casos més extremos—, lo que confirma los resultados simila-
res objenidos por FRATEUR (1950). Rendimientos tan elevados son excep-
cionalﬁ:s, pero ponen de manifiesto la necesidad de que existan mecanis-
mos que permitan el aprovechamiento del piruvato sustraido a las rutas
metabélicas generales para ser usado en la sintesis de acetilmetilcarbi-
nol y diacetilo.

Los conocimientos actuales al respecto son escasos. GREEN y colabo-
radores (1947) describieron en el miisculo pectoral del palomo una
reaccién de dismutacién del diacetilo, catalizada por una diacetil-mu-
tasa TPP-dependiente, mediante la cual el diacetilo se disocia en acetoi-
na y acido acético. Posteriormente SCHWEET y col (1951) y Juni y HEym
(1956) probaron que este enzima era idéntico a la piruvato oxidasa:
ambos precisan pirofosfato de tiamina como cofactor, son activados por
iones metdlicos divalentes y utilizan el piruvato y el diacetilo como subs-
iratos, produciendo acetatolactato y AMC a partir del 4cido pirtvico y
cido acético y acetoina o diacetilmetilcarbinol a partir del diacetilo, me-
diante el siguiente mecanismo:

Una molécula de diacetilo reacciona con una de agua y otra de piro-
fosfato de tiamina, para dar acetaldehido activado y acido acético.

(Ec. I. 16).

CHj

' + +

¢=0 N—C-R HO -N—C-R  CH,

| o o |
(=0 + H-C C + HO — ) CHyC—C_ C + COOH
| \g/ g Y Ny

CH, H

El acetaldehido - TPP puede seguir dos caminos: si la concentracién
de diacetilo es baja se disocia en TPP y aldehido acético libre, con el que
se condensa dando lugar a la produccién de acetoina (Ec. I. 12, pag. 137).
Si la concentracién de diacetilo es alta reacciona con éste, formandose un
nuevo cetol —diacetilmetilcarbinol— y liberandose TPP (Ec. I. 17).
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(Ec. 1. 17)
CH, e
| HO N—C-R
=0 [ I I
| + CHz3-C——C_ C 4
/
0 | ps
I H
CH,
CH;
X I
N—C-R cC=0
[ |
———% H—C C + HsC-C-C-OH
\s/ [
O CHj

Junt y HEym (1955) han propuesto una ruta ciclica de utilizacién de
butilénglicol, acetoina y diacetilo como resultado de sus investigaciones en
Microcpccus ureae y otros microorganismos que son capaces de crecer en
mediosr:]ue contienen 2-3 butanodiol y AMC como tnica fuente de energia.
El funcionamiento de esta ruta requiere un cierto grado de aerobiosis, pro-
bablemente para reoxidar el difosfopiridinnucleétido que se reduce en cada
vuelia del ciclo, y su resultado final es la conversién de diacetilo, acetoina y
butanodiol en 4cido acético, que puede incorporarse al ciclo de KreBs a
través de 1a formacién de acetaldehido y acetil - CoA.

La via propuesta por Juni y HEYM implica la oxidacién, acoplada a
la reduccién de NAD, del butilenglicol a acetoina y de ésta a diacetilo,
en reacciones catalizadas por la butilénglicol deshidrogenasa y la diace-
tilo reductasa respectivamente (Ec. 1. 9, pag. 135 y Ec. 1. 10, pag. 136), y
la dismutacién del diacetilo a diacetilmetilcarbinol con liberacién de una
primera molécula de acetato (Ec. I. 16, pag. 142 y Eec. 1. 17). El
diacetilmetilearbinol es reducido a acetilbutanodiol, con la oxidacién con-

comitanie de NADHs.
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(Ec. 1. 18)

CHj;
HsC % - (", -OH + NADH, —>
O CH;
CH;
H - (II -OH

I
> HiC-C-C-OH + NAD
|
O CH3

El acetilbutanodiol reacciona con una molécula de agua, dando lugar

a una segunda de acetato y otra de butilenglicol, con lo que el ciclo reco-
mienza.

(Ec. 1.19)
ICH3 CHj
|
I1-C-OH CHOH CHj

I I |
HgC-(Hi-(li-OH + H,0 CHOH + COOH
|
O CH3 CHd

Esta ruta ciclica ofrecerfa interesantes posibilidades de utilizacién
del diacetilo y la acetoina, si existiera en los sistemas biolégicos algtin
procedimiento que permitiera la conversién de acetilmetilcarbinol en dia-
cetilo, sin lo cual el ciclo no podria completarse. En la pagina 135 y siguien-
tes se han tratado algunos aspectos de este tema, sobre el que volvera a
insistirse en el apartado I. 5.

I.1.3. PAPEL BIOLGGICO DE LA SINTESIS DE ACETOINA Y DIACETILO.

Otro aspeclo que ha recibido poca atencién en el metabolismo de la
aceloina y el diacetilo es el que se refiere a su significado biolégico. Es po-
sible que desempefien un papel secundario, pero resulta extremadamente
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improbable que la sintesis de productos que pueden llegar a ser mayorita-
rios en determinadas fermentaciones y cuyas rutas metabélicas son tan
variadas y difundidas en los reinos animal y vegetal, carezca de una fun-
cién de cierto relieve.

Cléasicamente, la formacién de acetoina y diacetilo ha sido conside-
rada como un mecanismo para controlar el pH externo mediante la desvia-
cién del metabolismo de la glucosa hacia la sintesis de productos neutros
en lugar de dcidos (GALE, 1948), interpretacién que se apoya en el hecho
de que, en las bacterias, la produccién de 4cido, estimada por el test del
rojo de metilo, y la de acetilcarbinol, suelen presentar una correlacién ne-
gativa. Esta explicacién no es vélida en los tejidos animales, que poseen
olros sistemas de regulacién del pH maés eficaces y menos costosos. En los
microorganismos podria tratarse de un sistema de recurso que actuase
cuando la velocidad de formacién de 4cidos organicos durante el metabo-
lismo de los hidratos de carbono excede a la de oxidacién de éstos a an-
hidrido carbénico y agua, pero este supuesto no concuerda con el hecho
de que, aunque en menor cantidad, también se produce acetoina y diace-
tilo a pH neutro.

Harvey y CoLins (1963) han estudiado el papel del acetilmetil-
carbinol y el citrato en S. diacetilactis, concluyendo que la sintesis de
AMC actia como un mecanismo de detoxicacién para retirar el piru-
vato iniracelular en exceso. Su estirpe de S. diacetilactis crecia en medios
con lactosa como fuente de hidratos de carbono, pero no producia dice-
tilo y acetoina mas que afiadiendo citrato al cultivo. Segtin HARVEY y
CoLLINs, la adicién de citrato origina un incremento de piruvato en el in-
terior de la célula, lo que se traduce en una aceleracién de la sintesis celu-
lar; puesto que el ingreso del citrato no estd regulado metabélicamente,
llega un momento en que se crea un exceso de piruvato, el cual es utilizado
en su lotalidad para la formacién de acetilmetilcarbinol y diacetilo.

Se acepta universalmente que la sintesis de AMC y diacetilo en canti-
dades apreciables requiere la acumulacién intracelular de piruvato, pero
la interpretacién que HARVEY y CoLLINS dan a sus experiencias es discu-
lible: s6lo demuestran que en sus condiciones experimentales la suma del
cilralo ulilizado para la sintesis celular y la empleada para la produccién
de acetoina da cuenta de la totalidad del citrato consumido, pero no que
las células produzcan acetoina dnicamente cuando todas las demas posi-
bles rutas de utilizacién del piruvato funcionan a concentracién infinita
de éste.
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La produccién de acetilmetilcarbinol y diacetilo por los microorga-
nismos es un mecanismo propio de gérmenes capaces de crecer facultati-
vamente en aerobiosis y en anerobiosis. Como es sabido, estos microorga-
nismos en condiciones de aerobiosis reoxidan los cofactores, reducidos
por los sistemas de produccién de energia, por la cadena respiratoria con
el resultado final de la transferencia al oxigeno del medio de los atomos
de hidrégeno retirados y formacién de agua. En anaerobiosis, las bajas
tensiones de oxigeno dificultan el funcionamiento de la cadena respirato-
ria y estos microorganismos se ven obligados a buscar otros procedi-
mientos de oxidacién de los coenzimas que les son imprescindibles para
que la combustién continiie, incluso a expensas de un peor aprovecha-
miento de las fuentes de energia; con este fin transforman, por ejemplo, el
piruvato en lactato, con obtencién de una molécula de NAD por otra de
acido piriivico gasiado, o el acetaldehido —que en aerobiosis se usa para la
sintesis de acetil CoA— en etanol, con el mismo resultado.

El 4cido lactico y el etanol no se pierden: quedan acumulados en el
medio y pueden ser utilizados cuando la vuelta a las condiciones de aerobio-
sis permita el funcionamiento en sentido inverso de los enzimas responsa-
bles de su produccién, con la consiguiente reposicién de los substratos
empleados. Sin embargo, las posibilidades de estos mecanismos de reoxi-
dacién de los piridin-nucleétidos no son ilimitadas, viéndose frenados
por la propia acumulacién de lactato y etanol respectivamente, lo que se
refleja en un descenso de la capacidad de reoxidacién de los coenzimas
que dificulta la utilizacién del piruvato para la formacién de acetil-CoA y
el funcionamiento del ciclo de Krebs.

La sintesis de acetoina y diacetilo podria suponer un mecanismo si-
milar que tendria mayor importancia a medida que el funcionamiento de
las otras rutas de oxidacién de los cofactores fueron perdiéndola. En un
principio, el rdpido consumo del piruvato hacia el ciclo de Krebs y las
rutas del 4cido lactico y acetaldehido-etanol no permite una abundante
produccién de acetoina. Cuando la competencia de las otras vias se hace
escasa y se acumula 4cido piriivico y acetaldehido, se crean unas condicio-
nes muy favorables a la sintesis de acetilmetilcarbinol y diacetilo que, in-
cluso, podria llegar a predominar sobre todas las deméas rutas de utiliza-
cién del piruvato. La reduccién del diacetilo a AMC y de éste a butilén-
glicol, con la correspondiente oxidacién de NADH, suministra a los mi-
croorganismos el NAD necesario y cada vez mas escaso. Si se reponen las
condiciones de aerobiosis, el diacetilo, el butilénglicol y la acetoina po-
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drian pasar al ciclo de Krebs a través del ciclo del butanodiol, siempre que
los microorganismos dispongan de algiin procedimiento para oxidar la
acetoina. Este planteamiento supone que la sintesis de AMC y diacetilo es un
mecanismo utilizado por los anaerobios facultativos para reoxidar los piri-
din-nucleétidos que estd regulado por la concentracién de piruvato in-
iracelular. D LEy (1959) ha descrito en Aerobacter aerogenes cultivado
en un medio con lactato como tnica fuente de energia que la aireacién
acelera la sintesis de acetoina, lo que parece poco acorde con la anterior
interpretacién; sin embargo este hecho no es, probablemente, més que el
resultado del efecto activador de la aireacién sobre la oxidacién del lac-
lato a piruvalo calalizada por la lactato deshidrogenasa, que es un enzima

dependiente del NAD.

1.2. EL DIACETILO COMO COMPONENTE DEL AROMA NATURAL
DE LA LECHE Y PRODUCTOS LACTEOS.

La importancia del diacetilo como componente del aroma de la le-
che y cierlos productos lacteos es bien conocida. Se encuentra en la leche
fresca en proporciones en torno a 0,01 — 0,02 partes por millén (BEn-
NETT y col. 1965; ScaNLAN, 1967), contribuyendo a darle su olor ca-
racteristico. Es el elemento dominante en el aroma de las mantequillas
(ALals, 1965) y uno de los principales responsables del bouquet tipico
de ciertos quesos, en particular de los de pasta fresca (ALals, 1965) y de
los de tipo Cheddar (ErRNsTROM, 1965). Su presencia en estos productos es
consecuencia de las actividades metabélicas de ciertos microorganismos,
especialmente Leuconostoc citrovorum y S. diacetilactis.

En la produccién de ciertos tipos de queso y en la de mantequilla se
busca siempre favorecer la sintesis de diacetilo durante la fase de madura-
cién, sembrando la leche o nata con fermentos productores de diacetilo,
procurando un pH 4cido e incluso afiadiendo compuesto que favorezcan
su formacién, como el acido citrico.

1.3. EL DIACETILO COMO COMPONENTE PERJUDICIAL DEL
AROMA DE OTROS ALIMENTOS.

Si en unos alimentos el diacetilo es deseable como componente des-
tacado de su «aroma» natural, en otros constituye un gran problema. La
presencia del diacetilo en las cervezas que presentan la alteracién del aro-
ma conocida como «olor a mantequilla» fue demostrada ya en el afio
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1903 (CLAussEN, 1903), aunque no fue identificado éste como el causante
directo de tal perturbacién hasta mucho mas adelante (WEsT y col., 1952).
El «olor a mantequilla» es en la actualidad un grave problema de la indus-
iria cervecera porque los nuevos métodos de produccién del «wort», el
ritmo acelerado de fabricacién y la introduccién de métodos de fermenta-
cién continua han creado condiciones favorables a la formacién de diaceti-
lo. Agrava la situacién la marcada tendencia del mercado hacia el con-
sumo de cervezas ligeras, de aroma mas suave, ya que, al desaparecer el
efeclo enmascarante de otras sustancias arométicas més fuertes, el «olor
a maniequilla» se hace més perceptible.

Los productores de cerveza sélo han logrado éxitos parciales en el
conirol de esta alteracién del aroma y casi siempre a expensas de la efi-
cacia de la produccién. La formacién de diacetilo en la cerveza se ha atri-
buido a gérmenes de los géneros Pediococcus (CLAUSSEN, 1903) y Strep-
tococcus (SHIMWELL y KIRKPATRICK, 1939) y, mds recientemente, al
Lactobacilus pastorianus, una bacteria que se encuentra con frecuencia
contaminando la cerveza durante la fase de maduracién (BURGER y col,
1957). Sin embargo, el descubrimiento de que el propio Saccharomyces
cerevisiae puede sintetizar diacetilo como subproducto de la fermentacién
del «worl» (BURGER y col, 1957; KaTo y NisHikawa, 1960-61; CHUANG y
CoLLINs, 1968) descarta la posibilidad de resolver el problema mediante
la puesta en practica de medidas rigurosas encaminadas a impedir la con-
laminacién microbiana durante el proceso productivo.

La prolongacién del periodo de fermentacién secundaria asegura una
eliminacién mas completa del diacetilo, que es consumido lentamente por
los propios microorganismos (PAcK y col., 1964), pero la puesta en practi-
ca de esle procedimiento se refleja en un incremento considerable de los
costes de produccién. A veces se recurre también a resembrar la cerveza
ya fermentada con levadura fresca, pero la autolisis de las levaduras puede
producir otros aromas desfavorables en el producto acabado.

Se han ensayado otros métodos: basindose en que la valina inhibe
la sintesis de diacetilo por Saccharomyces cerevisiae, PorTNO (1966) y
Lewis (1968) han propuesto evitar su produccién afiadiendo este ami-
noacido a los medios de fermentaci6én. Tal procedimiento encarece el pro-
ceso y, por oira parte, no existen pruebas suficientes de que la inhibicién
por la valina sea un fenémeno universal, lo que supone que no puede des-
carlarse la posibilidad de que los gérmenes contaminantes sinteticen dia-
cetilo.
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Las mds recientes investigaciones en torno a la eliminacién del «olor a
maniequilla» en la cerveza van encaminadas al uso de preparaciones enzi-
mélicas de origen microbiano capaces de reducir el diacetilo producido
durante la fermentacién a acetoina, mediante una reaccién acoplada a la
oxidacién del NADH (Bavisorto y col., 1964; TorLs y col., 1970).
THOMPSON y col., (1970) han demostrado la validez del procedimiento
comprobando la desaparicién de todo el diacetilo contenido en cervezas
enriquecidas artificialmente en éste (045 p. p. m.), tras cuatro dias de
incubacién a 5.° C. en presencia del enzima, difosfopiridin nucleétido
reducido y un sistema adecuado para regenerarlo una vez oxidado. Los
propios autores concluyen, sin embargo, que son necesarias nuevas inves-
ligaciones para establecer la aplicabilidad del método, dadas las dificul-
lades encontradas para mantener la estabilidad del enzima en las condi-
ciones de pH bajo y elevado contenido alcohélico propias de la cerveza.

Problemas similares se han descrito en algunos tipos de vinos y en
ciertos zumos de frutas, en particular en concentrados congelados de
citricos (BIESEL y col., 1954; Murpock, 1964, 67, 68), lo que les confiere
un interés muy directo para la Tecnologia de los Alimentos de nuestro
pais. Existen muy pocos datos al respecto. FornacHON y Lroyp (1965) y
PiLONE y col. (1966) han demostrado que diversas especies de bacterias
lacticas son capaces de producir diacetilo en el vino, sin que pueda des-
cartarse la posibilidad de que el propio Saccharomyces lo sintetice como
subproducto de fermentacién. Como es de suponer, la solucién a estos pro-
blemas debe seguir una marcha paralela a la de las alteraciones del aroma
en las cervezas.

De lo expuesto en las péaginas anteriores, se deduce el indudable
interés tecnolégico del desarrollo de técnicas adecuadas de determinacién
de diacetilo y acetoina, asi como del conocimiento profundo de la diace-
tilo reductasa y de la existencia de nuevas fuentes de la misma.

1.4. METODOS DE DETERMINACION DE ACETOINA Y DIACETILO

Una buena parte de las dificultades en las investigaciones relaciona-
das con el metabolismo de la acetoina y el diacetilo han derivado de la
falta de métodos de determinacién adecuados que reinan las condiciones
de permitir la estimacién cuantitativa de diacetilo y AMC sin interferen-
cias muluas en muestras en las que ambos estén presentes y de ser muy
especificos —puesto que han de ser usados en medios de composicién muy
heterogénea—, precisos y suficientemente sensibles.
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Métodos de esta naturaleza tienen también gran interés tecnolégico,
dado el papel desempefiado por el diacetilo como producto aromatico en
diversos alimentos, de lo que se ha tratado en los apartados 1.2 y 1.3.

El método més antiguo para la determinacién de diacetilo es el des-
crito por LEMOIGNE (1920), posteriormente modificado por Van NiEL
(1927) y mas tarde por MICHAELIAN y colaboradores (1933), consistente
en la reacci6én del diacetilo con hidroxilamina en presencia de una sal de
niquel con produccién de un precipitado rojo de niquel-dimetilglioxima
que se mide gravimétricamente. Es éste un procedimiento muy especifico,
pero muy laborioso y sélo dtil para determinar cantidades relativamente
grandes de diacetilo. STotz y RABORG (1943) han introducido una nueva
modificacién que evita este Gltimo inconveniente, aunque a expensas de
complicar ain mds el andlisis: el precipitado de niquel-dimetilglioxima
se oxida con bromo y el niquel resultante se estima colorimétricamente en
presencia de exceso de dimetilglioxima. Este procedimiento permite deter-
minar cantidades de diacetilo de hasta 10 . ors. por muestra.

Se han disefiado otros métodos colorimétricos basados en la reaccién
del diacetilo con hidroxilamina para formar dimetilglioxima y en la pos-
lerior valoracién de ésta. PRiLL y HaAMMER han descrito una técnica funda-
meniada en la determinacién de un dimetil glioximato ferroso producido
por la reaccién de la dimetilglioxima con amoniaco y una sal de hierro
(PriLL y HAMMER, 1938); de ésta deriva la de OwapEs y Jakovac (1963),
que por su sencillez y gran sensibilidad —hasta 10 . ¢rs./muestra— es la
més utilizada actualmente para la determinacién dc diacetilo en cerve-
zas y mantequillas. El método de WriTE, KraMPITZ Y WERKMAN (1946) se
basa en la condensacién de la dimetilglioxima con urea (FEARON, 1939)
en presencia de un é4cido fuerte con formacién de un compuesto de color
amarillo, probablemente un derivado del tipo de las quinoxalinas; aunque
muy especifico y sensible en el rango de 10 a 100 p.p.m. tiene el inconve-
niente de ser poco reproductible, lo que obliga a emplear patrones inter-
nos en cada serie de analisis.

También puede determinarse diacetilo por reaccién de éste con deri-
vados del O - diaminobénceno (diamino bencidina, generalmente) en pre-
sencia de 4cidos fuertes, lo que da lugar a la formacién de un color ama-
rillo (PIEN y col., 1936, 1937). Esta técnica es sensible hasta concentra-
ciones de 1 - 10 p.p.m. pero las determinaciones pueden quedar notable-
mente falseadas por la interaccién de la diaminobencidina con otros com-
puestos que posean grupos carbonilos (PAck y col., 1964 b).
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El acetilmetilcarbinol no es positivo a la reaccién con los derivados
del 0 - diaminobenceno ni a la formacién de dimetilglioxima por conden-
sacién con hidroxilamina, por lo que este tipo de técnicas no permiten su
valoracién a menos que sea previamente oxidado a diacetilo con cloruro
férrico y acido sulftirico; sin embargo, este procedimiento sélo es utilizable
en muesiras exentas de piruvato y lactato, parte de los cuales se transforman
en diacelilo durante el tratamiento (WESTERFELD, 1945) - El anélisis colo-
rimétrico de acetoina superando estos inconvenientes requiere el uso de
métodos como el de WEsSTERFELD (1945) o el de SokaTcH y GuUNsaLus
(1957), que son adaptaciones para el uso como técnica cuantitativa del
test de Voges Proskauer modificado por O’MEARA (1931) y BarriT (1936).
Estas técnicas determinan la suma de acetoina y diacetilo y estin basadas
en la oxidacién en medio alcalino del acetilmetilcarbinol a diacetilo y en
la reaccién de éste con grupos guanidinicos, dando lugar a la aparicién
de un color rosa. Estos métodos son muy sensibles —hasta 0,2 p.p.m—,
de realizacién simple y de gran especificidad.

LEEs y Jaco (1970) han propuesto un método basado en la formacién
de las semicarbazonas del diacetilo y el AMC y su determinacién espectro-
folométrica en la zona ultravioleta, pero las numerosas limitaciones de
esle procedimiento lo hacen poco adecuado en la prictica.

Para la determinacién de diacetilo pueden utilizarse técnicas pola-
rograficas, como las descritas por SHikaTA y TacHr (1930), Apkins y Cox
(1938), SEMERANO y Poraczek (1940) y, més recientemente, por FERREN
y col (1967) para su aplicacién en muestras de mantequila. Estos métodos,
que tienen su fundamento en la reduccién de uno de los grupos carbonilo
del diacetilo y en la medicién de los cambios en la corriente de difusién,
son muy especificos y permiten valoraciones entre 3 y 30 p.p.m. Su mayor
inconveniente es que el voltaje de polarizacién del diacetilo se ve muy afec-
tado por el pH, lo que complica las determinaciones, por lo que suelen
preferirse los métodos colorimétricos.

La introduccién de técnicas de cromatografia en fase gaseosa consti-
tuye la aportacién més reciente a la determinacién de diacetilo y acetoina.’
Sus principales ventajas derivan de que permite determinaciones simul-
laneas y muy seguras de AMC y diacetilo, que quedan perfectamente di-
ferenciados en los cromatogramas, en el rango de partes por millén si se
usa un detector de ionizacién de llama y atin de partes por mil millones
con deteclores de captura electrénica (ScaNLaN y Linpsay, 1968), sen-
sibilidad ésta muy lejos del alcance de cualquier otro tipo de métodos. Sus
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desventajas proceden de la carestia de los materiales, de que los ensayos
han de realizarse individualmente y requieren tiempos de analisis relativa-
mente largos y de que las muestras deben estar exentas de agua, que po-
dria estropear las columnas, lo que exige el uso de adsorbentes de escasa
afinidad por el agua, como el carbén vegetal activado (JENNINGS y
NURSTEN, 1967) o, en el caso del diacetilo, que es muy volatil, utilizar
para el ensayo los vapores liberados por la muestra a analizar (MORGAN y
Day, 1965) con la consiguiente pérdida de precisién y sensibilidad.

Aun con estos inconvenientes, la cromatografia en fase gaseosa con
detector de captura electrénica es la técnica de eleccién cuando se precisa
una gran especificidad o cuando las concentraciones son sumamente dé-
biles. Los métodos de WESTERFELD y de OWADES y JAKOVAC son los més
empleados por su sencillez y sensibilidad para el anélisis de series largas
de muesiras que contengan AMC y/o diacetilo en cantidades no inferio-
res a 0,2 p.p.m.

Para determinar con precisién y por separado diacetilo y acetoina
en muesiras que contienen ambos, debe recurrirse a la cromatografia ga-
seosa 0 a la separacién por otros métodos de estos dos compuestos antes
del ensayo. SPEcKMAN y CoLINs (1968) han disefiado al respecto una
técnica de cromatografia en columna de intercambio aniénico y en el
Capitulo III de esta tesis se describe el desarrollo de un método basado en
la destilacién del diacetilo bajo corriente de nitrégeno y posterior analisis
de éste en los destilados y de acetoina en los residuos de destilacién.

1.5. DIACETILO REDUCTASA

De lo expuesto en el apartado (I.1) de esta introduccién, se despren-
de que los conocimientos actuales acerca del metabolismo y papel biolé-
gico del diacetilo y la acetoina distan mucho de ser completos. Los meca-
nismos de sintesis del acetilmetilcarbinol parecen estar suficientemente
aclarados, pero no asi los del diacetilo ni los procedimientos de utilizacién
de ambos y del butilénglicol, sin lo cual resultaria muy dificil dar un signi-
ficado biolégico a estar rutas. Est4 plenamente probado que la condensa-
cién de acetaldehido activado y acetil-coenzima A, da lugar a la formacién
de diacetilo; sin embargo no se conoce con seguridad si éste puede proce-
der de la oxidacién del AMC vy aiin existen ciertas dudas de que se produz-
ca por descarboxilacién oxidativa del acetatolactato. Por otra parte, sin
la existencia en los sistemas biolégicos de algfin procedimiento més o me-
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nos directo de oxidar la acetoina a diacetilo, ni podria actuar el ciclo del
butilénglicol tal como es descrito por Junt y HEYM (1955), ni tendria gran
significacién el hecho de que la dismutacién a acetato y diacetilmetilcar-
binol permita el aprovechamiento parcial del diacetilo, puesto que éste
se produce en cantidades muy inferiores a las de acetoina (véase verbi
gratia DE LEY, 1959).

El conocimiento de las propiedades enzimaticas y cinéticas de la dia-
cetilo-reductasa (acetoina deshidrogenasa, acetoina: NAD éxido-reduc-
tasa E. C. 1.1.1.5.) es fundamental para aclarar estos problemas, la ma-
yor parte de los cuales giran en torno a las posibilidades de¢ oxidacién
del AMC a diacetilo. Puesto que no parece que esta oxidacién ocurra es-
pontidneamente en los sistemas biolégicos, es preciso pensar en una reac-
cién enzimatica, probablemente catalizada por la acetoina deshidroge-
nasa, con simultdnea reduccién de NAD a NADH, (Ec. I. 9., pagina 135).

Este enzima ofrece, ademds de su interés puramente bioquimico, una
gran importancia en la Tecnologia de los Alimentos, ya que cataliza la
transformacién de un compuesto fuertemente aromatico, como es el diace-
tilo, en oiro carente de olor, la acetoina. Como se ha expuesto en (I. 2) y
(I. 3) el diacetilo es uno de los principales componentes del aroma carac-
teristico de diversos productos lacteos y en otros alimentos, especialmente
en la cerveza, da lugar al desfavorable «olor a mantequilla» que consti-
tuye un problema muy actual de la industria cervecera dada la tendencia
hacia el consumo de cervezas ligeras, en las que esta alteracién es mads
perceptible. En las industrias lacteas suele buscarse favorecer la acumula-
cién de diacetilo en los medios de fermentacién; en cerveceria se intenta
impedirla. A este respecto, SEITZ y col., (1962, 1963 b) han propuesto el
uso en lactologia de estirpes seleccionadas carentes de actividad diacetilo
reductasa y més recientemente (ToLLs y col., 1970; THomPsoN y col.,
1970) se ha postulado el empleo por las industrias cerveceras de prepa-
raciones enziméticas capaces de reducir el diacetilo a acetoina. En el
mismo sentido podria ser interesante el conocimiento de las posibilidades
de activacién e inhibicién del enzima que cataliza la citada reaccién.

La primera referencia directa a la existencia de la diacetilo reductasa
fue hecha por STRECKER y HARARY en el afio 1954. Los citados autores estu--
diaron este enzima en extractos de Staphylococcus aureus y establecieron
la estequiometria de la reaccién en los siguientes términos:

Diacetilo + NADH;—Acetoina + NAD
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En contra de lo que se suponia a partir de los datos obtenidos por
SEBECK y RANDLES (1952) en bacterias del género Pseudomonas capaces
de utilizar el butilénglicol como fuente de energia, las preparaciones obte-
nidas por STRECKER y HARARY no catalizaban el funcionamiento de la
reaccién en el sentido inverso ni atin en presencia de concentraciones ele-
vadas de acetoina y NAD. En este mismo sentido se han expresado poste-
riormente SEITZ y col. (1963, a) y SPEckMAN y CoLins (1968, b) tras sus
investigaciones en S. diacetilactis y L. citrovorum.

SEITZ ¥ col., (1963, b) han realizado un estudio muy completo de la
disiribucién de la diacetilo reductasa en microorganismos pertenecientes
a los grupos de los psicréfilos, coliformes, estreptococos lacticos y diver-
sas estirpes del género Leuconostoc, que demuestra que este enzima esti
ampliamente difundido entre las bacterias.

Hasta el momento no hay referencias a su presencia en otros sistemas
biolégicos, por lo que viene siendo considerado un enzima tipicamente
bacteriano. Sin embargo, durante la preparacién de glucosa deshidroge-
nasa (E. C. 1.1.1. 47) por el método de STRECKER y KORKEs (1952) en el
laboratorio de la catedra de Tecnologia de los Alimentos de la Facultad
de Veterinaria de Ledn se hicieron algunas observaciones que permitieron
sospechar la presencia de diacetilo reductasa en tejidos animales.

* % %

Las experiencias que se recogen en esta tesis doctoral forman parte
de un amplio plan de trabajo dirigido al estudio de la biosintesis de diace-
tilo y acetoina y sus mecanismos de regulacién. En ella se desarrolla un
método de determinacién colorimétrica de diacetilo y acetoina en mezclas
de ambos, basado en los de WESTERFELD (1945) y OWADES y JAKOVAC
(1963), que ha facilitado la demostracién de la existencia de diacetilo
reductasa en diversos tejidos de procedencia animal y se describen la puri-
ficacién y algunas propiedades enzimaticas, cinéticas y biolégicas de las
preparaciones obtenidas a partir de higado de ternera.
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CAPITULO 11

MATERIAL, METODOS Y PRODUCTOS (GENERAL)"

I1.1. MATERIAL Y REACTIVOS.

A lo largo de los experimentos descritos en esta tesis y salvo indica-
ciones en sentido contrario, se utilizaron productos quimicos calidad
reactivo de las marcas comerciales Merck, Schuchardt, BDH y similares.
La acetoina (BDH) fue purificada previamente mediante lavado con éter
etilico (deshidratado y libre de peréxidos), por haberse comprobado que
contenia restos de diacetilo.

Todos los productos bioquimicos fueron suministrados por Boehrin-
ger, excepto las muesiras de proteinas utilizadas en la determinacién de
pesos moleculares, que procedian de Calbiochem.

Las disoluciones acuosas se prepararon en agua desionizada en un
desmineralizador «SETA» y posteriormente destilada en vidrio.

Las pesadas de precisién se efectuaron en balanzas analiticas «Sar-
torius» modelos «2.400» y «2.600».

Para las determinaciones de pH se empleé un pHmetro «Radiometer
pH M. 28».

Las homogeneizaciones tisulares se realizaron con ayuda de un ho-
mogeneizador de cuchillas «M. S. E.». Este mismo instrumento fue usado
para efectuar algunas rupturas celulares, aunque en los experimentos de
fraccionamiento subcelular se utiliz6 un homogeneizador tipo «Potter
Elvehjem». Las sonicaciones se llevaron a cabo en un aparato de ultra-
sonidos «M. S. E.» modelo «60».

Las centrifugaciones de las preparaciones enziméticas y las implica-
das en el fraccionamiento subcelular se efectuaron en una ultracentrifuga
refrigerada «Spinco L-50» (Beckman). Para las centrifugaciones ordina-
rias se empleé una centrifuga «Martin Christ» modelo «Universal-Junior
33.000».

Las liofilizaciones se realizaron en un aparato tipo «Quickfit» equi-
pado con una bomba de alto vacio «Edward» modelo «ED-35» y dos con-
densadores de nieve carbénica-acetona.

* La metodologia especial utilizada en cada serie de experiencias serd descrita en el
capitulo correspondiente.
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Las diélisis se levaron a cabo en camara frigorifica a 0-4° C, uti-
lizando tubo «Visking» de 2,5 cm. de didmetro.

Para las cromatografias en DEAE (Whatman) y en gel de Sephadex
(Pharmacia) se usé una columna cromatogréfica «K 15/90» (Pharmacia).

Las determinaciones espectro-fotométricas fueron efectuadas en un
especirofotémetro de doble haz «Beckman D-B» provisto de registrador
automético modelo «lin-log» con expansor de escala (Beckman); en las
determinaciones de actividades enzimaticas la cdmara del espectrofoté-
meiro fue termostatada conectando al bloque de las cubetas un ultrater-
mostato «Colora» modelo «N». Las determinaciones colorimétricas se
realizaron en este mismo instrumento o en un colorimetro «Bauch &
Lomb» modelo «Spectronic-20».

Para las determinaciones manoméiricas se empleé un aparato de

Warburg «Braun» modelo «V. 85».

I1.2. METODOS

I1.2.1. PURIFICACION DE LA ACETOINA.

Se realizé, en lineas generales, siguiendo el método descrito por
WESTERFELD (1945). Las muestras de acetoina se trituraron en mortero de
porcelana, en el que fueron lavadas con éter etilico deshidratado y libre
de peréxidos (que se obtuvo por tratamiento con alambre de sodio y des-
tilacién en presencia de hierro reducido) y el producto se filtré a través
de una capa de papel de filtro ordinario. El depésito fue retriturado y la-
vado dos veces mds por el mismo procedimiento.

Las muestras de acetoina ya purificadas fueron liberadas a vacio
de los residuos de éter etilico y almacenadas en un congelador a -15° C
deniro de un desecador con cloruro célcico.

11.2.2. DETERMINACIONES DE PROTEINA.
2.2.A. Método del biuret. Técnica de Chance y Redfearn (1961 ).

Reactivos.—a) Biuret—1,5 gr. de SO4Cu. 5H50, 6 gr. de tartrato so-
dico-potésico, 30 gr. de sosa y 1 gr. de yoduro potasico disueltos en 1 litro
de agua destilada.

b) Solucién acuosa de colato sédico al 40 por ciento.

— 156 —

Técnica—A 1,5 mls. de reactivo de biuret se afiadieron entre 0,5 y
1,5 mls. de muestra, conteniendo de 1 a 5 mgrs. de proteina, y el volumen
se llevé a 3 mls. con agua destilada. Después de 30 minutos de reposo se
ley6 la absorbancia a 540 m it contra un blanco sin proteina y los resulta-
dos se refirieron a la grafica patrén de la figura 2., que se obtuvo a partir
de una solucién de ovoalbiimina de concentracién conocida.

La turbidez de las muestras se elimind, cuando fue necesario, afia-
diendo dos gotas de la solucién de colato sédico.
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Figura 2—Gréfica patrén para las determinaciones de proteina por el método
del biuret (proteina: ovoalbéimina).

2.2.B. Digestion dcida y neslerizacion.
Se llevé a cabo siguiendo el método de Johnson (1941).

Reactivos: Acido sulftrico concentrado.
Agua oxigenada de 30 volimenes
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Reactivo de Nessler: 4 grs. de IK, 4 grs. de I Hg y 1,75 grs. de goma
ardbiga diluidos en un litro de agua destilada.

Na (OH) 4 N.

Técnica—Las muestras problema se transfirieron, por triplicado, a
tubos de ensayo en cantidades adecuadas para las determinaciones (entre
0,060 y 0,63 mgrs. de proteina) y se desecaron en una estufa a 100-110° C
(3-5 horas). Una vez secas fueron digeridas a la llama de un mechero de
Biinsen con 0,2 mls. de 4cido sulfirico concentrado; se trataron a conti-
nuacién con dos o lres gotas de agua oxigenada, hasta que el digerido
quedé Iransparente, y se afiadieron, por este orden, 4,8 mls. de agua desti-
lada, 2 mls. de reactivo de Nessler y 3 mls. de Na (OH) 4 N. El contenido
de los tubos se agité fuertemente y se midié luego la absorbancia a 490 m .
conira un blanco con todos los reactivos excepto la preparacién proteica.

Las lecturas se refirieron a la gréfica patrén de la figura 3, que fue
oblenida a partir de una solucién de ovoalbimina.
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Figura 3.—Griéfica patrén para las determinaciones de proteina por el método
de Johnson (proteina: ovoalbtimina).

— 158 —

22.C. Extincién a 280-260 milimicras (WARBURG y CHRISTIAN, 1941).

En las preparaciones cuyo contenido protéico quedaba por debajo del
limite sefialado para los otros dos métodos descritos y en las que intere-
saba conservar la muestra, la proteina se determiné espectrofotométrica-
mente por la absorbancia de las soluciones a 280 y 260 my. de longitud
de onda, haciendo uso de la siguiente {6rmula:

mgrs. de proteina/ml. = (1,55 X Eggo) — (0,76 X Eggp)

11.2.3. DETERMINACIONES DE DIACETILO. METODO DE OWADES y JaKovac.

Salvo indicacién expresa en sentido contrario, las determinaciones
de diacetilo se realizaron por la técnica de OwaDES y Jakovac (1963)
segtin la descripcién de la misma de Pack y col. (1964 b). El método se
basa en la destilacién del diacetilo a un recipiente que contiene hidroxila-
mina, con la que reacciona para formar dimetilglioxima, y en la valoracién
de la dimetilglioxima por formacién de un compuesto coloreado (dimetil-
glioximato ferroso) en presencia de amoniaco y una sal de hierro.

Reactivos—(1) Hidroxilamina tamponada, preparada mezclando en
proporcién 2 : 4 : 1 las siguientes soluciones acuosas:

a) POy HK,, 33 grs. en 100 mls. de agua destilada.

b) NH; (OH). HICl, 11 grs. en 250 mls.

¢) Acetato sédico, 35 grs. en 100 mis. _

(2) Acetona fosfato: 29 grs. de PO4 HK5 y 40 mls. de acetona pura
diluidos en 200 mls. de agua destilada.

(3) Tartrato alcalino, preparado mezclando una solucién saturada
a 20°C de tartrato sédico-potdsico con hidréxido aménico concentrado,
en proporcién de 22 : 3.

(4) Solucién dcida de sulfato ferroso: 5 grs. de Fe S04. 7TH20 en
100 mls. de solucién acuosa de cido sulfiirico al 1 por ciento. Este reactivo
ha de ser preparado de nuevo frecuentemente, antes de que comience a
aparecer un ligero color amarillo.

Técnica.—Las destilaciones se realizaron utilizando el dispositivo de
la figura 4, disefiado en el laboratorio en que se ha desarrollado esta te-
sis (I. MEDARDE; tesis doctoral, en preparacién). Las muestras (con un
conlenido en diacetilo entre 1 y 50 grs.) se transfirieron al tubo (I},
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que fue sumergido en un bafio termostético a 65° C. El diacetilo presente
en las preparaciones fue arrastrado, mediante una corriente de nitrégeno
con un flujo de 100-150 mls./min. durante 90-120 minutos, al tubo (II),
siendo recogido en éste con un ml. de la solucién de hidroxiamina tam-
ponada.

Cuando se dio por finalizada la destilacién, el tubo (II) se colocd
en un bafio a 75° C durante 10 minutos y, 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 solucién 4cida de sulfato ferroso, agitando inmediatamente después.
El volumen se ajusté a 5 mls. con la solucién de fosfato bipotasico al
33 por ciento y la intensidad de coloracién resultante se midié a 530 my ,
comparando las lecturas con las de la gréfica de la figura 7 (pag. 168).

Aunque los resultados obtenidos por esta técnica han mostrado ser
muy reproductibles, en todas las determinaciones de diacetilo efectuadas
en los experimentos descritos en esta tesis se incluyeron, como minimo,

dos patrones internos.

Figura 4—Dispositivo utilizado para las destilaciones de diacetilo por el método
de Owapgs ¥y Jakovac.
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11.2.4. MiTopo DE WESTERFELD PARA LA DETERMINACIGN DE LA SUMA DE
ACETOINA Y DIACETILO (WESTERFELD, 1945). ]

El método, que deriva de la modificacién de Barrirr (1936) al
lest original de VOGES-PROSKAUER, se basa en la oxidacién con un alcali
de la acetoina a diacetilo y en la reaccién en medio basico de éste con los
grupos guanidinicos de la creatina, dando lugar a la formacién de un com-
puesio de color rosiceo que tiene su maxima absorbancia a 530 m . .

Reactivos—(1) Creatina al 0,5 % en agua destilada. (2) Solucién de
a -naftol al 5 por ciento en sosa 2,5 N. Este reactivo ha de ser preparado
inmediatamente antes de su uso.

Técnica—A cinco mililitros de preparacién, con un contenido en-
ire 1 y 15 pmgrs. de acetoina o diacetilo, se afiadieron, por este orden,
1 ml. de creatina y 1 ml. de la solucién de naftol en sosa. Salvo indicacién
expresa en conirario, las lecturas de la absorbancia a 530 my. se efectua-
ron, conira un blanco con los reactivos, al cabo de 15 minutos en las mues-
iras que contenian diacetilo y de 90 minutos en las de acetoina.

En todas las series de anlisis se incluyeron patrones internos con
cantidades conocidas de acetoina y/o diacetilo, a cuyas lecturas se refi-
rieron las de las muestras.

I1.2.5. DETERMINACIONES DE LA ACTIVIDAD DIACETILO REDUCTASA.

Se efecluaron espectrofotométricamente, siguiendo a lo largo del
liempo los cambios en la absorbancia a 340 m. debidos a la oxidacién
del NADH a NAD. Este procedimiento se basa en los siguientes hechos
experimentales, que quedardn establecidos en los capitulos V y VII de
esla tesis:

(1) Por cada mol de diacetilo reducido a acetoina por accién de la
diacetilo reductasa, se oxida uno de NADH.

(2) La acetoina no inhibe la reaccién, incluso a concentraciones
de 240 pmoles en 3 mls.

Los extractos tisulares y las preparaciones poco purificadas tienen,
ademds de actividad diacetilo reductasa, actividades enzimaticas NADH-
deshidrogenasa y butilénglicol deshidrogenasa capaces de oxidar el
NADH. Las interferencias de estos enzimas en los ensayos, se eliminaron
mediante el siguiente sistema de analisis:
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Cubeta referencia.—Tampén fosfato bisédico-monopotésico pH 6,1,
0,05 M; diacetilo 12 pmoles; NADH 0,6 pmoles; acetoina, 6 wmoles;
preparacién enzimatica. Volumen, 3 mls.

Cubeta muestra—Como la anterior, omitiendo el diacetilo.

Las determinaciones de diacetilo reductasa en preparaciones puri-
ficadas y exentas de actividlad NADH deshidrogenasa y butilénglicol
deshidrogenasa se llevaron a cabo omitiendo la acetoina en ambas cu-
betas.

CAPITULO 111

DETERMINACION COLORIMETRICA DE ACETOINA Y
DIACETILO

III.1. INTRODUCCION

La escasez de técnicas adecuadas para la determinacién de acetoina y
diacetilo en muestras que contienen ambos ha dificultado considerable-
menle la elucidacién de la existencia de rutas metabélicas independientes
para uno y otro compuesto.

Se han utilizado diversos procedimientos para la realizacién de estos
ensayos. Clasicamente han sido efectuados estimando la concentracién
de diacetilo por el método de WHITE y col. (1946) y la de acetoina descon-
iando los valores correspondientes al diacetilo a los obtenidos por la téc-
nica de WESTERFELD (1945). SPECKMAN y CoLLINS (1968, a) han propues-
1o la separacién de los dos compuestos por cromatografia en columna de
intercambio aniénico, previa a la determinacién de los mismos por el mé-
todo de WESTERFELD, pero el proceso es lento y poco apto para el analisis
de largas series de muestras. Por otra parte, las técnicas de cromatografia
en fase gaseosa, que permiten la determinacién simultinea de acetoina y
diacetilo, presentan inconvenientes derivados de la necesidad de realizar
exiracciones con disolventes no miscibles con el agua y de que el andlisis
de las muestras ha de ser realizado individualmente.
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Los experimentos descritos en este capitulo estuvieron dirigidos a la
obtencién de un sistema de valoracién de acetoina y diacetilo en mezclas
de ambos a concentraciones del orden de partes por millén adaptado a
nuesiras necesidades, que era necesario para comprobar las relaciones
enire estos dos metabolitos durante la accién de la diacetilo reductasa.
En el curso de los mismos se hizo énfasis en el estudio de ciertos aspectos
de la reaccién de WESTERFELD por ser ésta prcticamente la tinica utiliza-
ble para la determinacién directa de acetoina por métodos colorimétricos.
En nuestras manos, siguiendo escrupulosamente la técnica descrita por
su aulor, no era posible lograr determinaciones con el grado de precisién
requerido. Las investigaciones sobre la reaccién de WESTERFELD no van pues
encaminadas a otra cosa que al logro de un método suficientemente pre-
ciso de determinacién, sin que se pretendiese una investigacién sistenfa-
tica de la cinética o el mecanismo de la reaccién.

I11.2 METODOS.

I11.2.1. DETERMINACION DE DIACETILO POR EL METODO DE WHITE, KrRAPM-
PITZ Y WERKMAN.

Se basa en la reaccién de la hidroxilamina y el diacetilo para formar
dimetilglioxima, que reacciona con la urea en presencia de un 4cido
fuerle para dar lugar a un compuesto de color amarillo cuya naturaleza
no se conoce, pero que parece tratarse de un derivado del tipo de las qui-
noxalinas.

Reactivos —Solucién acuosa de urea al 3 por ciento.

Solucién acuosa de hidroxilamina al 1 por ciento.

Sulfdrico-fosférico.—90 mls. de acido fosforico y 30 mls. de dcido sul-
firico mezclados mediante fuerte agitacién. )

Técnica.—Se transfirieron a tubos de ensayo hasta 2 mls. de muestra
con un contenido en diacetilo no superior a 50 pgrs. y se afiadieron,
por este orden, 1 ml. de la solucién de urea, 1 ml. de la de hidroxilami-
nay 2 mls. de la mezcla de 4cido sulfirico y fosférico.

El volumen se ajusté a 6 mls. con agua destilada y los tubos se sumer-
gieron luego en un bafio de agua hirviendo durante 35-40 minutos, trans-
curridos los cuales se enfriaron y se midié la densidad éptica a 470 m
conira un blanco, igualmente tratado, en el que se omitié la muestra.
Las lecturas se hicieron antes de transcurridas las cuatro horas siguientes
a la retirada del bafio, para evitar la decoloracién por efecto de la luz.
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IT11.2.2. OTRAS DETERMINACIONES DE DIACETILO Y ACETOINA.

Las determinaciones de diacetilo por el método de OwWaDES y Jakovac
se efectuaron como se describe en el capitulo II.

La suma de acetoina y diacetilo se determiné por el método de WEs-
TERFELD siguiendo el procedimiento que se recoge en la metodologia ge-
neral. Las soluciones de naftol en sosa fueron preparadas inmediatamente
antes de cada serie de andlisis.

I11.3. RESULTADOS.

II1.3.1. ESTUDIO COMPARATIVO ENTRE LOS METODOS DE OWADES Y JaKo-
VAC Y DE WHITE Y COL. PARA LA DETERMINACION DE DIACETILO.

Los experimentos que se describen a continuacién fueron realizados
para comparar la sensibilidad y reproductibidad de los métodos de deter-
minacién de diacetilo de WHITE y col. (1946) y de OwaDES y Jakovac
(1963).

3.1.1 Método de White y Col.

1.1.a. Obtencion de una grdfica patrén.

Se prepararon dos soluciones acuosas de 2,45y 19,6 pgrs. de diace-
tilo /ml. a partir de las cuales se tomaron muestras conteniendo entre 0,98 y
39,2 pgrs., que fueron transferidas (por duplicado) a tubos de ensayo
con tapén esmerilado. Tanto los tubos como los matraces en que se pre-
pararon las disoluciones patrén de diacetilo se mantuvieron tapados para
evilar la evaporacién de éste, que es muy volatil.

Los resultados de las determinaciones por el método de WHITE y col.
se resumen en la tabla 1 y se representan en la figura 5.

1.1.b. Reproductibilidad de las determinaciones.

Experimento 1—Con el fin de comprobar la reproductibidad de las
valoraciones obtenidas mediante esta técnica, se repitié la experiencia
descrita en el apartado anterior tras la preparacién de nuevas disolucio-
nes de diacetilo.
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Determinacién de diacetilo por el método de White y col.

TABLA 1

Diacetilo en muestra

( ers.) Absorbancia a 470 my.
0,000 0,005
0,009 0,010
0,036 0,036
0,105 0,113
0,322 0,345
0,780 0,820
0's -
o
0'6™
o 4
UJQ’
0' 4+
0'a-
10 20 30 20
DIACETILO ( /ugrs. )

Figura 5.—Determinacién de diacetilo por el método de WHITE y col. Relacién entre
la concentracién de diacetilo y la absorbancia a 470 mp. .
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Los resultados obtenidos se recogen en la tabla 2.

TABLA 1I
Reproductibilidad de las determinaciones de diacetilo por el método

de White y col. (1).

Diacetil t
i l( (}J'Zi:l)ues i Absorbancia a 470 m 1}

0,00 0,004
0,025 0,024
0,044 0,045
0,147 0,150
0,383 0,380
0,832 0,843

Experimento 2—Fn vista de la falta de coincidencia entre las lecturas
de cantidades idénticas de diacetilo en los distintos experimentos y con
objeto de averiguar si la pobre reproductibilidad del método se debia a la
introduccién involuntaria de alguna variante en la preparacién de las so-
luciones de diacetilo o en la realizacién de las experiencias, se diluyeron
0,5 mls. de diacetilo en un litro de agua destilada, obteniéndose a partir
de ésta dos nuevas soluciones al 1/100 y al 1/20 de las que se tomaron,
por triplicado y alternativamente, 0,4, 0,8 y 2 mls. de la primera y 0,8 y
1,6 de la segunda. Se consiguieron de este modo tres series de muestras
que fueron analizadas por separado en las siguientes condiciones: agita-
cién, 1 minuto por muestra; calentamiento en bafio a ebullicién durante
40 minutos; refrigeracién, 15 minutos en nevera a 3° C y en la oscuridad.
Estas condiciones se respetaron rigurosisimamente en cada una de las
muestras.

Los resultados obtenidos se resumen en la tabla 3 y se representan
en la grafica de la figura 6.
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TABLA III
Reproductibilidad del método de White y col. (1I) Determinacién de
diacetilo en tres series de muestras.*

Diacetilo en muestra Absorbancia a 470 my,
(pgrs.) Serie A Serie B Serie C
0,044 0,034 0,042
0,083 0,074 0,077
0,147 0,132 0,146
0,396 0,277 0,311
0,996 0,579 0,776

o Las muestras fueron preparadas a partir de las mismas soluciones de diacetilo, y
los analisis se efectuaron en las siguientes condiciones: Agitacién 1 min.; calenta-
miento en bafio a ebullicién, 40 min.; refrigeracién, 15 min. en nevera a 3°C y en la
oscuridad.

’| —
0's]
D'6~
- .
oS
<
w
0'a= 0o
o'2- /
T T | 1
10 20 30 a0

DIAGETILO ( Hars. )

Figura 6.—Método de White y col.: Relacién entre la absorbancia a 470 mt y la
concentraciéon de diacetilo en tres series iguales de muestras tratadas en idénticas
condiciones experimentales.
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3.1.2. Método de Owades y Jakovac.
1.2.a. Obtencidn de la gréfica patron.

A partir de una solucién de diacetilo (24,5 1 grs/ml.) en el reacti-
vo de hidroxilamina tamponada (preparado como se describe en la meto-
dologia general) se obtuvieron, por triplicado, muestras con un contenido
en diacetilo de 9,8, 19,6, 294, 39,2 y 49 pgrs. El volumen se ajusté a 2
mls. con el reactivo de hidroxilamina y se determiné el diacetilo por el
método de OWADES y JAKOVAC, sin destilacién previa, con los resultados
que se representan en la grafica de la figura 7.

o]
0'4-
'3
o
(2]
)
w
0'2-
0'1
| 1 T T T
10 20 30 40 50

DIACETILO ( /ugrs.)

Figura 7—Gréfica patrén para las determinaciones de diacetilo por el método
de Owabes y Jakovac.
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1.2.b. Reproductibilidad de las determinaciones.

El experimento descrito anteriormente se repitié dos veces en dias
sucesivos preparando de nuevo todos los reactivos, incluidas las soluciones
de diacetilo. Los resultados obtenidos figuran en la tabla 4 donde se com-
paran con los de la grafica patrén, mostrando que las determinaciones por
este método son muy reproductibles.

TABLA IV
Reproductibilidad de las determinaciones de diacetilo por el método
de Owades y Jakovac.

Absorbancia a 530 m. (media de tres réplicas)
Diacetilo en muestra

(pers.) Gr. patrén Expto. 1 Expto. 2

O S 0,074 0,080 0,081
19,6 e 0,154 0,154 0,156
204 e 0,233 0,241 0,230
SO e e 0,307 0,305 0,305
49 e 0,394 0,390 0,388

1.2.c. Recuperacién del diacetilo tras la destilacion.

Los resultados de las experiencias descritas en los dos apartados an-
teriores fueron obtenidos sin destilacién previa de las muestras de diace-
cetilo, por lo que se consideré necesario comprobar hasta qué punto es
satisfactoria la recuperacién de diacetilo en los destilados. Con este obje-
to se llevé a cabo el siguiente experimento:

Se prepar6 una solucién que contenia 4,8 | grs. de diacetilo por ml.,
de la que se pipetaron dos muestras de 5 mls., dos de 2 mls. y otras dos de
1 ml. en seis tubos de destilacién. El diacetilo fue destilado a 65° C bajo
corriente de nitrégeno a un flujo aproximado de 100-150 mls./min. du-
rante 90 minutos, siendo recogido en 1 ml. del reactivo de hidroxilamina
tamponada y determinado por la técnica de OWADES y JAKOVAC como se
indica en la metodologia general. Los resultados obtenidos figuran en la

tabla 5.
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TABLA V

Recuperacién del diacetilo en los destilados.

Diacetilo en muestra Recuperado en destilado .,
% recuperacién
( pgrs.) ( pgrs.)

4,8 4,5 94
4.8 5 104
9,6 98 102
9.6 9,5 99

24 234 97,5

24 23,8 99

Media .... 99,2

! Destilacién bajo corriente de nitrégeno (flujo 100 - 150 mls. /min.) a 65° C

durante 90 minutos.

1.2.d. Influencia de la acetoina en las determinaciones de diacetilo.

Con objeto de comprobar si la presencia de acetoina podria interfe-
rir en las determinaciones de diacetilo por el método de OwADES y Jakovac,
se realizaron los dos experimentos siguientes:

~En el primero de ellos se prepararon tres muestras que contenian
3,1y 0,1 mgrs. de acetoina, dos con 0,1 mgrs. de acetoina y 20 pgrs.
de diacetilo y otras dos con 20 pgrs. de diacetilo; se les afiadieron, sin
destilacién previa de las muestras, los reactivos propios del método y se
midié la extincién a 530 myp. . Las muestras que contenian sélo acetoina
no tomaron coloracién alguna y en las que contenian acetoina y diacetilo
se obtuvieron valores idénticos a los de las que s6lo contenian diacetilo
y plenamente concordantes con los de la grafica patrén. Por lo tanto la
aceloina ni da la reaccién ni interfiere con la del diacetilo.

En el segundo se estudi6 la posibilidad de que la acetoina pudiera
oxidarse a diacetilo durante la destilacién. Dos muestras que contenian
0,1 mgrs. de acetoina en 5 mls. de agua fueron destiladas en las condicio-
nes habituales. Las determinaciones de diacetilo en el destilado dieron
resultados negativos.
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111.3.2. DETERMINACION DE LA SUMA DE ACETOINA Y DIACETILO.
MEgTtopo DE WESTERFELD.

3.2.1.—A partir de una solucién acuosa de diacetilo que contenia 4,9
pgrs./ml. y otra de acetoina (5pgrs./ml.) se transfirieron, por dupli-
cado, a tubos de ensayo graduados con tapén esmerilado, cuatro mues-
tras con 0,98, 4.9,9,8 y 14,7 11 grs. de diacetilo y otras cuatro con 1,5,10 y
15 jgrs. de acetoina. El volumen se ajusté a 5 mls con agua, anadiéndose
a continuacién los reactivos propios del método de WESTERFELD.

Las lecturas de la absorbancia a 530 mp se efectuaron, siguiendo
las indicaciones del autor de la técnica, 10 minutos después de afiadido
el Gltimo reactivo en las muesiras que contenian diacetio y 60 minutos
en las de acetoina, con los resultados que se recogen en la figura 8.

0'a ]
03
o
(32
©
w
0'2-
—— diacetilo
ov1- - - = acetoina

|
fg 15

ugrs. EN MUESTRA

-

/

Figura 8—Método de Westerfeld. Relacién entre la concentracién de acetoina o
diacetilo y la absorbancia a 530 mt .
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3.2.2. Reproductibilidad de las determinaciones

El anterior experimento se repiti6 dos veces en dias sucesivos, pre-
parandose de nuevo los reactivos y las soluciones de acetoina y diacetilo.
Los resultados obtenidos figuran en la tabla 6, en la que se comparan con
las lecturas de la gréfica patrén.

Aunque los resultados obtenidos en estos experimentos parecian se-
fialar que las determinaciones de acetoina y diacetilo por esta técnica son
muy reproductibles, se introdujeron patrones internos en todos los anlisis.
Pudo comprobarse asi que, con cierta frecuencia, los valores obtenidos en
la determinacién de cantidades conocidas de acetoina y diacetilo se apar-
tan considerablemente de los esperados a partir de esta tabla, por lo que
se consideré conveniente estudiar algunos aspectos de la cinética de la
reaccion.

TABLA VI
Reproductibilidad de las determinaciones por el método de Westerfeld.

Absorbancia a 530 m .
(media de dos réplicas)
Muestra
Gr. patrén Expto. 1 Expto. 2
Diacetilo ( pugrs.)
0,98 0,036 0,039 0,033
4.9 0,167 0,166 0,164
9.8 0,323 0,324 0,329
14,7 e 0,460 0,465 0,469
Acetoina ( g.grs.)
IR 0,032 0,057 0,027
B% | oo 0,150 0,150 0,147
10 0,295 0,304 0,300
15 0,423 0,425 0,437

3.2.3. Curso temporal de la reaccién.

A cuatro muestras de acetoina y cuatro de diacetilo, con sus corres-
pondientes duplicados, que contenian 15, 10, 5 y 2,5 pgrs. en 5 mis.
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de agua destilada, se afiadi6 1 ml. de creatina al 0,5 por ciento y se pipet6
1 ml. de la solucién del naftol en sosa a intervalos de 30 segundos; las
muestras se agitaron y fueron colocadas en un bafio termostitico a 20° C.
Al cabo de 11 minutos se midi6 la absorbancia a 530 m . contra un blanco
con todos los reactivos, excepto acetoina o diacetilo, en el mismo orden
en que habian sido pipetados los tubos y manteniendo entre cada lectura
30 segundos de intervalo. Las lecturas se repitieron periédicamente hasta
los 240 minutos, considerando el tiempo transcurrido como la diferencia
entre el momento en que se empezé a pipetar el Gltimo reactivo y el comien-
zo de las lecturas de la serie.

Los resultados obtenidos se representan en las graficas de las figu-
ras 9y 10, en las que puede comprobarse que las muestras que contenian
diacetilo alcanzan ya a los 11 minutos su coloracién maxima; a partir de

016

14 — 0\\
. (o]

530

0'2 —

|
50 100 150 200
TIEMPO (min.)

Figura 9—Evolucién del color en funcién del tiempo de incubacién a 20° C.,

a diferentes concentraciones de diacetilo. . grs. de diacetilo en el medio de anlisis:

(0—0) 15; (X—X) 10; (e—e) 55 (A—A\) 2,5.
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Figura 10.—Método de Westerfeld. Evolucién del color en funcién del tiempo de
incubacién a 20° C., a diferentes concentraciones de acetoina. Microgramos de acetoi-
na en el medio de andlisis:

(0—o0) 15; (X—X) 10; (A—2.) 5; (e—e) 2.,5.

los 30 minutos, aproximadamente, se observa una reaccién de decolora-
cién, que ya es muy evidente al cabo de 45 minutos.

En las muestras de acetoina, en cambio, la absorbancia mixima se
alcanza en torno a los 90-120 minutos. A partir de este momento también
comienza a descender, pero la reaccién de decoloracién es mucho mais
lenta que en las muestras de diacetilo. Esto resulta muy evidente en la gra-
fica de la figura 11, en la que se representan los tantos por ciento de deco-
loracién al cabo de cuatro horas sobre las absorbancias maximas teéri-
cas (obtenidas de las gréficas 9 y 10 por extrapolacién a «tiempo cero»
de los valores experimentales) en funcién del logaritmo decimal de la

— 174 —

30 =

é O diacetilo

{ X acetoina
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LOG. DE LA CONCENTRACION (/uM.)
Figura 11—Desaparicién del compuesto coloreado formado en la reaccién de
Westerfeld. Representaciéon de porcentaje de la decoloracién a tiempo «cero» perdido

al cabo de cuatro horas, en funcién del logaritmo de la concentracién de diacetilo o
acetoina.

conceniracién de diacetilo o acetoina en la mezcla de reaccién: las dos
represeniaciones dan lineas rectas, con una pendiente aproximadamente
dos veces mayor para la que corresponde al diacetilo que para la acetoina.

A partir de los datos que figuran en las grificas 9 y 10 se ha estudia-
do el orden correspondiente a las dos reacciones de decoloracién utilizan-
do el método de integracién. Las representaciones del logaritmo de la ab-
sorbancia mixima tedrica partido por la determinada experimental-
menie dan, en funcién del tiempo, curvas parabélicas en lugar de lineas
reclas como cabria esperar si la decoloracién siguiese una cinética de pri-
mer orden y tampoco son lineales las representaciones, para una cinética
de segundo orden, de la decoloracién partido por el producto de la absor-
bancia maxima por la residual, en funcién del tiempo. Estos resultados

— 175 —



ponen de manifiesto que la reaccién de decoloracién no obedece a ecua-
ciones de primero ni de segundo orden.

La formacién de color, por el contrario, sigue una cinética de primer
orden, como pudo comprobarse por los resultados del siguiente experimen-
to: en un espectrofotémetro Beckman D - B termostatado a 20° C. y pro-
visto de un registrador automético, se siguieron, en continuo, durante
15 minutos, los cambios en la absorbancia a 530 my. de una muestra que
contenia 15 pgrs. de diacetilo en 5 mls. y a la que se habian afiadido los
reactivos propios del método de Westerfeld. Los resultados se representa-
ron (fig. 12) como el logaritmo de la absorbancia maxima partido por la
diferencia entre la maxima y la que correspondié experimentalmente a
cada instante, en funcién del tiempo, obteniéndose una linea recta que
pasa por el origen.
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Figura 12—Método de Westerfeld: reaccién de coloraciéon. Representacién del
logaritmo de la absorbancia maxima partido por la diferencia entre la maxima y la
que corresponde a cada momento, en funcién del tiempo de incubacién a 20° C-
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En las graficas 13 y 14 (obtenidas a partir de los datos de las figuras
9 y 10) se han representado la absorbancia a 530 m pt en funcién de la
concentracién de acetoina y diacetilo a distintos tiempos; puede obser-
varse que la linearidad va perdiéndose progresivamente, como correspon-
de al hecho de que la reaccién de formacién de color y la de pérdida del
mismo siguen distintos mecanismos. En vista de estos resultados y de los
que se recogen en las gréficas de las figuras 9 y 10, se decidié efectuar las
lecturas de las muestras de diacetilo a los 15 minutos de incubacién y las
de las muestras de acetoina a los 90 minutos.
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Figura 13—Relacién entre la concentracién de diacetilo y la absorbancia a
530qLa distintos tiempos de incubacién. Periodo de incubacién: (@) extrapolacién a
tiempo «cero» de los valores de la figura 9; (X) 15 minutos; (O) 90 minutos; (/\)
cuatro horas.
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Figura 14—Relacién entre la concentracién de acetoina y la absorbancia a 530mjt
a distintos tiempos de incubacién. Periodo de incubacién: (O) extrapolacién a
tiempo «cero» de los valores de la figura 10; (@) 90 minutos; (X) cuatro horas.

3.2.4. Influencia de la temperatura de incubacién sobre las determi-
naciones.

Aunque en la descripcién original no se hace alusién alguna a que
las determinaciones puedan estar afectadas por la temperatura de incuba-
cién, se consider6 conveniente comprobar este extremo mediante el si-
guiente experimento: ‘

Se prepararon ocho muestras que contenian 10 pmgrs. de diace-
tilo/5 mls., ocho de acetoina 10 pgrs./5 mls. y ocho blancos con 5 mls.
de agua destilada, siendo dispuestas en cuatro series cada una de las cua-
les constaba de dos muestras de diacetilo, dos muestras de acetoina y dos
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blancos. Tras afiadir los reactivos, las cuatro series se incubaron a 5, 15,
25y 35° C. Las lecturas, contra un blanco incubado a la misma temperatu-
ra, se fectuaron a los 15 minutos para las muestras de diacetilo y a los
90 minutos para las de acetoina.

Los resultados obtenidos se recogen en la tabla 7, mostrando que los
cambios en la temperatura de incubacién, entre 5 y 35° C no afectan signi-
ficativamente a las determinaciones de diacetilo, pero si a las de acetoina;
al cabo de 90 minutos de incubacién, las muestras que se mantuvieron a
15° y 25° C dan lecturas de absorbancia a 530 my. superiores a las de las
incubadas a 35° y mucho mayores que las de los que lo fueron a 5°C.
Parece evidente que, a la temperatura de 5° C, la marcha de las reacciones
que conducen a la formacién de color y a la pérdida del mismo'a partir
de la acetoina se retrasan tanto que a los 90 minutos atin no se ha alcan-
zado la absorbancia méxima, mientras que la aceleracién de estos proce-
sos a 35°C. da lugar a que las muestras se encuentren en plena fase de
decoloracién al término de este periodo.

TABLA VII
Influencia de la temperatura de incubacion sobre las determinaciones
de diacetilo y acetoina por el método de Westerfeld.

Absorbancia a 530 mp. (media de dos réplicas)

Temperatura de

incubacién (°C) Muestras de diacetilo Muestras de acetoina
(10 pmegrs.) (10pgrs.)
5 0,310 0,265
15 0,307 0,360
25 0,304 0,355
35 0,308 0,319

Las lecturas, contra un blanco incubado a la misma temperatura, se efectuaron
a los 15 minutos para las muestras de diacetilo y a los 90 minutos para las de acetoina.

3.2.5. Influencia de la concentracion de creatina, ¢-nafiol y sosa.

Los efectos de los cambios en la concentracién de cada uno de los
reactivos fueron estudiados con el siguiente planteamiento:
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por el contrario, tienen un efecto muy acusado, tanto sobre la absorbancia
maxima como sobre la velocidad de la reaccién de formacién de color
(fig. 16), que aumentan a medida que lo hace la concentracién de este

Se prepararon tres series de seis muestras cada una, tres de diacetilo
(10 pgrs. en 5 mls.) y tres de acetoina (10 pgrs. en 5 mls.). A las mues-
tras de cada serie se afiadieron cantidades fijas de dos de los reactivos
(las de la técnica estandard) y variables del otro entre la mitad y el doble

de la que recomienda el autor del método. En todos los casos la reaccién
se inicié por la adicién de la solucién de a-naftol, considerdndose este

momento como «tiempo cero». La marcha de las reacciones se siguié de-
terminando periédicamente la absorbancia a 530 my. contra un blanco
con las mismas cantidades de reactivos en el que se omitié la acetoina y el

diacetilo.

Como se muestra en la figura 15, los cambios en la concentracién de
creatina dentro de los limites anteriormente citados no afectan significa-
tivamente a la coloracién. Las variaciones en el contenido en g-naftol,
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Figura 16.—Reaccién de Westerfeld. Influencia de la concentracién de @ -naftol:
evolucién del color a lo largo del tiempo. Miligramos de @-naftol en el medio de an4li-

lisis (7 mls.): (0) 25; (X) 50; (e) 100.

reactivo. En la figura 17 se representan los resultados obtenidos a con-
centraciones variables de hidréxido sédico: la marcha de la reaccién es
mas rpida cuanto mayor es la cantidad de sosa presente, lo que resula
muy notorio en las muestras de acetoina, y la intensidad maxima de colo-
racién tiene un 6ptimo a las concentraciones de sosa habitualmente utili-

zadas.
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Figura 15—Reaccién de Westerfeld. Influencia de la concentracién de creatina:
evolucién del color a lo argo del tiempo. Miligramos de creatina en el medio de anili-

sis (7 mls.):(0) 2,5; (X) 5; (A) 10.
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Figura 17.—Reaccién de Westerfeld. Influencia de la concentracién de sosa sobre
la evolucién del color a lo largo del tiempo. Miligramos de sosa en el medio de andlisis

(7 mls): (o) 50; (X) 100; (O) 200.

En la tabla 8 se recogen las lecturas de la absorbancia a 530 m g
de las muestras de diacetilo a los 15 minutos y de las de acetoina a los
90 minutos, poniendo de manifiesto que los cambios introducidos en las
concentraciones de sosa y « -naftol dan lugar a que las lecturas se devien
notablemente de las correspondientes a los testigos tratados con las con-
ceniraciones estandard de estos reactivos.
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TABLA VIII
Influencia de la concentracién de creatina, a-naftol y sosa sobre las
determinaciones de diacetilo y acetoina por el método de Westerfeld.

Diacetilo Acetoina Creatina Sos'a Naftol Absorbancia
(pers.) (pgrs.) (mgrs.) (mgrs.) (mgrs.) a530mys !
10 — 2,5 100 50 0,300
10 — 10 100 50 0,300
10 — 5 50 50 0,264
10 — 5 200 50 0,265
10 — 5 100 25 0,252
10 — 5 100 100 0,348
10 — 5 100 50 0,3052
— 10 2,5 100 50 0,320
— 10 10 100 50 0,320
— 10 5 50 50 0,235
- 10 5 200 50 0,290
— 10 5 100 25 0,255
—_ 10 5 100 100 0,325
— 10 5 100 50 0,3202

1 Lecturas al cabo de 15 minutos de incubacién en las muestras de diacetilo y de
90 en las de acetoina.
2 Testigos con las cantidades «standard» de reactivos. Media de tres réplicas.

111.3.3. DETERMINACION DE ACETOINA Y DIACETILO EN MEZCLAS DE AMBOS
COMPUESTOS.

3.3.1. Determinacién de diacetilo por el método de Owades y Jakovac y
acetoina descontando los valores correspondientes al diacetilo
de los obtenidos por la técnica de Westerfeld.

Las determinaciones colorimétricas de acetilmetilcarbinol y diacetilo
en mezclas en las que coexisten ambos compuestos suelen realizarse de-
terminando el diacetilo por alguno de los métodos derivados de la reac-
cién de éste con hidroxilamina para formar dimetilglioxima, como el de
WHITE y col. o el de OWADES y Jakovac (véase v. g. DE LEY, 1959) y acetoi-
na descontando los valores correspondientes al diacetilo presente a las de-
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terminaciones de la suma de ambos por la técnica de WESTTERFELD. Sin
embargo, los resultados obtenidos en las experiencias descritas en el apar-
tado 3.2.3. de este capitulo hicieron dudar de la validez de las determina-
ciones efectuadas por este procedimiento. Con objeto de comprobar este
extremo se llevé a cabo el siguiente experimento:

A partir de dos soluciones madre que contenian, una 50 jgrs. de
diacetilo por ml. y la otra 50 pgrs. de acetoina/ml. se prepararon: A)
Cuatro muestras que contenian acetoina y diacetilo en las siguientes con-
centraciones por ml.: 5 pgrs.y 10 pgrs.; 10 pgrs.y 5 pgrs.; 10 pgrs.y
20 pgrs.; 20 pgrs. y 10 p grs. B) Tres muestras que contenian 2,5, 5 y
10 ¢ grs. de diacetilo por mililitro. C) Tres conteniendo 2,5, 5y 10 pgrs.
de acetoina/ml.

Utilizando la técnica de WESTERFELD se determind, con dos réplicas,
la suma de acetoina y diacetilo en 0,5 mls. de las muestras de la serie
«A» y en un ml. de las de las series «B» y «C», efectudndose las lecturas
90 minutos después de ser afiadido el dltimo reactivo. En la tabla 9 fi-

TABLA IX
Método de Westerfeld, comparacién entre las determinaciones de la
suma de acetoina y diacetilo y las correspondientes a los andlisis por se-
parado de los mismos.

{t grs. en muestra

Absorb. a Absorb. Absorb. real/
Acetoina Diacetilo 530mp tedrica. Absorb. teér.
(1) (2) (%)
25 — 0,080 — —
5 = 0,150 — -
10 —_— 0,279 = X B
- 2,5 0,073 — .
— 5 0,136 _— —_—
— 10 0,245 = -
2,5 S 0,197 0,216 91
5 2,5 0,206 0,223 92
5 10 0,360 0,395 91
10 5 0,375 0415 90

! Media de dos réplicas. Lecturas a los 90 minutos.
2 Suma de las absorbancias que corresponden al diacetilo y la acetoina presen-
tes determinados por separado.
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guraron los resultados de estos andlisis. Puede observarse que la absor-
bancia a 530 m. de las muestras que contienen acetoina y diacetilo es,
en todos los casos, inferior a la suma de las que corresponden a las deter-
minaciones por separado del acetilmetilcarbinol y el diacetilo presentes.

En el procedimiento de ensayo que esta siendo estudiado estos errores
en la suma total se reflejan exclusivamente en los valores atribuidos a la
acetoina, puesto que los correspondientes al diacetilo se obtienen por el
método de OWADES y JAKovAC. A partir de los resultados de los analisis
por la técnica de WESTERFELD (tabla 8) se obtuvo, representando la densi-
dad é6ptica a 530 mp en funcién de la concentracién de diacetilo en las
muestras de la serie «B» y de acetoina en las de la serie «C», una grifica
pairén para cada uno de estos dos compuestos. Siguiendo el método de
OwADES y JAKOVAC se determinaron las cantidades de diacetilo presentes
en las muestras que contenian éste y acetoina (Serie «A»), por triplicado y
sin destilacién previa; refiriendo estos valores a la grafica patrén para el
diacetilo (obtenida de las determinaciones de la serie «B» por la técnica
de WESTERFELD) se calculé la absorbancia teéricamente correspondiente
a éste en las determinaciones de la suma de diacetilo y acetoina, por dife-
rencia la correspondiente al acetilmetilcarbinol y, comparando los resul-
tados con los de la grafica patrén para la acetoina, la concentracién teéri-
ca de ésta en las muestras.

TABLA X
Determinacién de diacetilo por el método de Owades y Jakovac y
acetoina descontando los valores correspondientes al diacetilo de los obte-
nidos por la técnica de Westerfeld.

jgrs. /ml. de muestra {Lgrs. /ml determinados
Recuperacién
Diacetilo Acetoina Dia.l Acet.2 de acetoina
(%)
5 10 49 8.8 - 88
10 5 10 3,6 72
10 20 10,3 16,9 85
20 10 20,4 7 70

1 Valorado por el método de Owapes y JAKOVAC, sin destilacién previa; media de
tres réplicas.

2 Descontando los valores de diacetilo a las determinaciones de la suma de éste y
acetoina por el método de W ESTERFELD.
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En la tabla 10 se presentan los resultados globales de la experien-
cia, que ponen de manifiesto que las estimaciones de acetoina resultaron
notablemente falseadas, en mayor grado cuanto menor es la proporcién de
ésta respecto al diacetilo en el medio de anilisis.

3.3.2. Separacién de la acetoina y el diacetilo por destilacién en co-
rriente de nitrégeno y determinacion de diacetilo en los destila-
dos y acetoina en los residuos.

El experimento descrito anteriormente puso de manifiesto la inapli-
cabilidad de ese procedimiento a nuestras condiciones de trabajo, en las
que es necesario determinar con precisién acetoina y diacetilo en mezclas
en las que el diacetilo puede ser el componente mayoritario. Se considerd
entonces la posibilidad de evitar las interferencias mutuas en los anélisis
por el método de WESTERFELD retirando el diacetilo del medio por desti-
lacién y determinando éste en ¢l destilado y acetoina en el residuo. A
este fin se eligieron la técnica de destilacién y determinacién de diacetilo
descrita por OWADES y Jakovac (1963) y el método de WESTERFELD para
el analisis de acetoina, efectuandose los siguientes experimentos para com-
probar la validez del sistema:

3.3.2.a. Recuperacion de diacetilo en los destilados y acetoina en los
residuos de destilacion.

Puesto que ya se habia demostrado anteriormente que la acetoina no
es positiva al método de OWADES y JAKOVAC ni se oxida a diacetilo durante
la destilacién por la técnica descrita por los mismos autores (véase el
apartado 3.1.2. de este capitulo), se llevé a cabo el siguiente experimento
para comprobar si parte de la acetoina podria ser arrastrada durante la
destilacién o, dada la inestabilidad de este tipo de compuestos, destruirse
por la prolongada exposicién a las temperaturas relativamente elevadas
que requiere ésta:

Se preparé una solucién de diacetilo que contenia 20 pgrs./ml. y
oira de acetoina a la misma concentracién, a partir de las cuales se trans-
firieron a seis tubos de destilacién de los descritos en la metodologia ge-
neral, las siguientes muestras: tubos 1 y 2, 30 pgrs. de diacetilo; tu-
bos 3 y 4, 30 pgrs. de diacetilo y 30 p grs. de acetoina; tubos 5,6y 7, 5,
10 y 15 pgrs. de acetoina respectivamente. El volumen se ajusté a 5 mi-
lilitros

— 186 —

Las muestras contenidas en los tubos 1, 2, 3 y 4 se destilaron a 65° C
bajo corriente de nitrégeno con un flujo aproximado de 150 mls./min.
durante 90 minutos, recogiéndose el diacetilo en un mililitro del reactivo
de hidroxilamina tamponada preparado como se describe en el capitulo II.
Cuando se dio por finalizada la destilacién se determiné el diacetilo en
los destilados, refiriendo los resultados a los de las muestras 1 y 2, que se
utilizaron como patrones internos, y a la gréfica patrén de la figura 7. En
una alicuota de los residuos de destilacién se determind la acetoina por el
mélodo de WESTERFELD, comparando los valores obtenidos con los corres-
pondientes al analisis simult4neo de los tubos 5, 6 y 7. Los resultados fi-
guran en la tabla 11.

TABLA XI

Recuperacién del diacetilo en los destilados y acetoina en los residuos
de destilacion !

Diacetilo en los Acetoina en los
[+ grs. en muestra destilados residuos
Acetoina Diacetilo (qegrs.) Recup. (%) (jegrs.) Recup. (%)
— 30 30,2 100,7 0 e
— 30 29,6 98,7 0 —
30 30 29,2 97,3 312 104
30 30 29,8 99.3 29,6 98,7

1 Destilacién a 65° C bajo corriente de nitrégeno a un flujo de 150 mls /minuto.
El diacetilo en los destilados se determiné por el método de Owapes ¥ Jakovac y
la acetoina en los residuos por el de W gsTERFELD-

3.3.2.b. Determinacion de acetoina y diacetilo en preparaciones biolégicas.

La aplicacién del procedimiento que estd siendo estudiado al ensayo
de actividad diacetilo reductasa en preparaciones poco purificadas y al
andlisis de acetoina y diacetilo en medios de cultivo, presenta el inconve-
niente de que la proteina presente enturbia las muestras y no permite el
empleo de métodos colorimétricos a menos que sea previamente retirada
del medio. Con este fin se estudiaron diversos sistemas, de los que se eligié
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la precipitacién de las mismas por hidréxido de cinc segiin la técnica des-
crita por HaLPERN y UMBARGER (1959), efectudndose el siguiente expe-
rimento para comprobar si la introduccién de esta variante podria afec-
tar a las determinaciones:

Se recogieron, por centrifugacién a 3.000 X g durante 10 minutos,
células de S. diacetilactis cultivadas en 500 mls. de caldo lactosado a
25° C durante 36 horas y se lavaron tres veces con tampén fosfato bisé-
dico-monopotésico 0,3 M pH 7, siendo recogidas en 15 mls. del mismo
tampén y sonificadas en un aparato de ultrasonidos M. S. E. modelo «60»
durante 15 minutos. Se prepararon también las siguientes soluciones en
agua destilada: diacetilo 20 fpgrs./ml; acetoina 20 pgrs./ml; sulfato
de cinc 1 N. e hidréxido sédico 1 N.

A partir de estas preparaciones se obtuvieron las siguientes muestras
en un volumen de 5 mls: tubos 1y 2, 30 pgrs. de diacetilo y 2 mls. de
sonicado celular; tubos 3 y 4, 30 pgrs. de acetoina, 30 fgrs. de diace-
tilo y 2 mls. de sonicado; tubos 5,6y 7,5,10y 15 pgrs. de acetoina respec-
tivamente y 2 mls. de sonicado. A cada una de ellas se afiadieron 0,5 mls.
de sulfato de cinc 1 N. y 0,5 de hidréxido sédico 1 N.

Las muestras de los tubos 1, 2, 3 y 4 se destilaron en las condiciones
habituales y en los destilados se determiné el diacetilo por el método de
OWADES y JAKOVAC, refiriendo las lecturas a la gréfica patrén de la figura 7

TABLA XII
Determinacién de acetoina y diacetilo en un sonicado.celular preci-
pitado con hidréxido de cinc (Halpern y Umbarger, 1959). Recuperacion
del diacetilo en los destilados y acetoina en los residuos de destilacion.!

Diacetilo en los . .
{Lgrs. en muestra destilados Acetoina en los residuos

Acetoina Diacetilo (prgrs.) Recup. (%) (jrers.) Recup. (%)

— 30 29,7 99 0 —
— 30 30 100 0 —
30 30 29,5 98,3 31 103,3
30 30 31,1 103,6 30,6 102

1 Destilacién a 65°C bajo corriente de nitrégeno a un flujo de 150 mls./minuto.
El diacetilo en los destilados se determiné por el método de OWADES y Jakovac y la
acetoina en los residuos por el de WESTERFELD.
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y a las de las muestras 1 y 2, que se utilizaron como patrones internos.
Los residuos de destilacién se centrifugaron durante 10 minutos a
10.000 X g; en una alicuota del sobrenadante se determiné la acetoina
por el método de WESTERFELD, comparando los valores obtenidos con los
correspondientes a los tubos 5,6y 7.

Los resultados obtenidos, que se recogen en la tabla 12, ponen de ma-
nifiesto que las determinaciones no se ven afectadas por la presencia de
hidréxido de cinc en las muestras y que las recuperaciones de acetoina y
diacetilo son satisfactorias.

111.4. DISCUSION

Segiin la descripcién de sus autores, la técnica de WHITE, KRAMPITZ
y WERKMAN (1946) permite el analisis de diacetilo a concentraciones en-
tre 10 y 100 p. p. m. con resultados muy reproductibles, aunque «la in-
tensidad de la coloracién no es exactamente proporcional a la concentra-
cién». En nuestros experimentos la sensibilidad del método se ha revela-
do superior —entre 2,5 y 20 p. p. m.,de 5 a 40 pgrs. en 2 mls. de muestra—
pero las determinaciones han resultado poco reproductibles aun contro-
lando cuidadosamente las condiciones de trabajo, lo que coincide con las
observaciones de De Ly (1959).

El método de OwapEs y Jakovac (1963) permite la determinacién
directa de 5 a 50 . grs./muestra de diacetilo. La sensibilidad de ambos
métodos es, por tanto, muy similar, pero la destilacién de las muestras
permite concentrar el diacetilo y analizar preparaciones de concentracién
muy inferior a las utilizables para las determinaciones por el método de
WHITE y col. La reproductibilidad de los resultados es plenamente satis-
factoria, con recuperaciones de diacetilo en los destilados del orden del
99,5 = 2,5 por ciento. La acetoina no interfiere con el diacetilo en los
analisis directos ni se oxida a diacetilo durante la destilacién en las condi-
ciones descritas.

Para la determinacién colorimétrica de acetoina se emplea casi uni-
versalmente la técnica de WESTERFELD (1945) o algunas de sus variantes,
reaccién a la que es igualmente positivo el diacetilo. Este método permite
el analisis de muestras de diacetilo o acetoina a la concentracién de 0,2
a3 p.p.-m. (de 1al5 pgrs. en muestra de 5 mls.), pero los resultados no
han sido muy reproductibles debido, en parte, a la escasa estabilidad de la
coloracién ya que simultineamente con la reaccién de formacién del color
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tiene lugar otra de decoloracién. Tanto el desarrollo del color como la
pérdida del mismo son mis rdpidos cuando el substrato es diacetilo que
cuando es acetoina, determinando la combinacién de ambas reacciones
que la maxima intensidad de color se alcance, a la temperatura de 20°C.,
hacia los 15 minutos de incubacién en las muestras de diacetilo y a los 90
en las de acetoina. La temperatura, especialmente en los anilisis practica-
dos sobre la acetoina, afecta considerablemente al balance establecido
enire las dos reacciones, por lo que es muy conveniente prestar atencién
al conirol preciso de la temperatura o elegir un momento distinto de lectura
segiin la temperatura de incubacién de las muestras.

Por otra parte, de los tres reactivos que intervienen en la reaccién sélo
la creatina puede variarse —al menos entre la mitad y el doble de las con-
cenlraciones recomendadas por el autor del método— sin afectar a las
lecturas. Las variaciones tanto en la concentracién de sosa como de
a -naftol se traducen en modificaciones considerables de la evolucién del
color a lo largo del tiempo y/o de los valores de la absorbancia maxima,
lo que dificulta notablemente la obtencién de resultados idénticos en se-
ries diferentes de determinaciones porque las soluciones de «-naftol en
sosa han de ser preparadas inmediatamente antes de su uso.

La absorbancia de las muestras no es nunca una funcién lineal
exacla de la concentracién de acetoina y diacetilo (hasta 15 p.grs./mues-
ira) y si las lecturas se efectan a lo largo del tiempo las representaciones
de la absorbancia en funcién de la concentracién van alejandose progresi-
vamente de la linearidad. En cambio si son lineales las representaciones
de las absorbancias obtenidas por extrapolacién a tiempo cero de las gra-
ficas de evolucién del color, lo que demuestra que la falta de linearidad
de las graficas patrén se debe a las interferencias de la reaccién de deco-
loracién.

Se recomienda por todo ello modificar el método de WESTERFELD
en los siguientes sentidos: a) preparar una grafica patrén con cada serie
de anélisis; b) incubar las muestras a 20°C.; y ¢) efectuar las lecturas al
cabo de 15 minutos de incubacién en las muestras de diacetilo y de 90 en
las de acetoina.

Las lecturas de la coloracién desarrollada por el diacetilo y la acetoi-
na en las determinaciones por el método de WESTERFELD de muestras que
conlienen ambas sustancias dan siempre valores inferiores a la suma de
los obtenidos en los anlisis por separado de cantidades idénticas a las
que componen la muestra, lo que se debe tanto a la falta de linearidad
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de las representaciones de la absorbancia en funcién de la concentracién
de AMC o diacetilo, como al hecho de que la reaccién de decoloracién no
sigue el mismo curso en las muestras de diacetilo que en las de acetoina.
Por lo tanto, las determinaciones de acetoina descontando la absorbancia
correspondiente al diacetilo de la total (diacetilo méas acetoina) valorada
por el méiodo de WESTERFELD (véase DE LEY, 1959) no son vélidas a
menos que la concentracién de AMC en las muestras sea muy superior a
la de diacetilo y puedan despreciarse las interferencias de éste en los -
analisis.

Para evitar estos inconvenientes se propone un procedimiento basado
en separar el diacetilo de las muestras por destilacién a 65° C bajo corriente
de nitrégeno y determinar la acetoina por el método de WESTERFELD en
los residuos de destilacién y el diacetilo en los destilados por la técnica
de OwabDESs y Jakovac. Este sistema permite efectuar determinaciones a
niveles de hasta 0,2 p. p. m. con recuperaciones de acetoina del orden del
102 =+ 1,8 por ciento y es aplicable al anélisis de preparaciones biolégicas
que conlienen proteinas en suspensién precipitando éstas con hidréxido
de cinc segiin la técnica de HALPERN y UMBARGER (1959).

Con el mismo objeto que el procedimiento aqui estudiado, SPECKMAN y
CoLLins (1968, a) han descrito una técnica para la separacién de la acetoi-
na y el diacetilo por cromatografia en columna de intercambio i6nico,
aparecida en la bibliografia después de haber sido realizados los experi-
menios que se describen en este capituo. El método aqui propuesto es
mds rapido y simple y mucho més ficilmente adaptable al andlisis simul-
1aneo de grandes series de muestras.

CAPITULO 1V

PURIFICACION Y PESO MOLECULAR DE LA DIACETILO
REDUCTASA DE HIGADO DE TERNERA.

IV—1. INTRODUCCION

Los enzimas se encuentran en la naturaleza en mezclas complejas,
generalmente en células que contienen centenares de enzimas distintos,
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por lo que el estudio particular de cada uno de ellos requiere su purifi-
cacién previa. Es cierto que en algunos casos es posible estudiar determi-
nadas propiedades de un enzima en preparaciones no purificadas, siem-
pre que se disponga de un método de ensayo suficientemente especifico,
pero casi siempre olros enzimas también presentes en los anilisis ataca-
rén a los substratos, a los productos o al enzima mismo.

Los primeros intentos serios de purificacién de preparaciones enzi-
maticas comenzaron hacia el afio 1922 y ya en el 1926 SuMNER describié
una técnica para la obtencién de un enzima en estado cristalino, la ureasa
(urea amidohidrolasa, E. C. 3. 5. 1. 5).

El proceso de purificacién va precedido de la extraccién del enzima,
lo que suele requerir la ruptura de las membranas celulares, a menos que
ésle sea segregado al medio. Entre los métodos que pueden aplicarse con
esle fin figuran la trituracién de los tejidos en homogeneizadores de vi-
drio o de cuchillas, la sonicacién y la extraccién con ciertos solventes,
como la acetona. Este dltimo procedimiento tiene ademds la ventaja de
que, con frecuencia, el polvo resultante puede ser almacenado sin pérdida
de actividad, aunque algunos enzimas son muy poco estables en estas
condiciones. En ciertos casos, especialmente cuando se trabaja con leva-
duras, el tinico método aplicable en gran escala es la autolisis, permitiendo
que los propios enzimas intracelulares destruyan las membranas.

La purificacién consiste en una serie de fraccionamientos mediante
los cuales la proteina enzimitica que se desea purificar se separa del resto
de los componentes de exiracto. Con este objeto se han utilizado diversos
procedimientos, pero en la actualidad la mayor parte de las purificacio-
nes se efectiian haciendo uso de un ndmero relativamente limitado de
1écnicas que la experiencia ha revelado particularmente eficaces. Las
mas importantes son:

(1) Precipitacién

Los enzimas son proteinas, generalmente provistas de un grupo pros-
1élico (que determina su mecanismo de accién) ligado permanentemente
o no a la fraccién proteica de la molécula, y en solucién se comportan como
1ales.

Las proteinas son sustancias anféteras que contienen, por lo tanto,
grupos cargados positiva y negativamente, cuyo balance depende funda-
mentalmente del pH del medio. La solubilidad de una proteina en el
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agua es consecuencia de las interacciones establecidas entre sus grupos
ionizables y las moléculas del disolvente. Por otra parte, en una solucién
de proteinas se dan también interacciones electrostaticas entre las propias
moléculas proteicas, con una intensidad directamente proporcional al
producto de las cargas e inversamente al cuadrado de la distancia y a la
conslante dieléctrica del medio, segitin la conocida férmula:

(Ec. IV. 1).
F=et.e /D.12

Si dominan las interacciones proteina-proteina, las moléculas pro-
leicas forman agregados y finalmente precipitan.

En eslos principios se basan diversas técnicas de fraccionamiento:

(a) Precipitacién fraccionada por cambios de pH. En general, las
proteinas presentan un minimo de solubilidad en su punto isoeléctrico.
Aunque éste no es uno de lo métodos de fraccionamiento mdas importan-
tes, suele ser conveniente como primera etapa de la purificacién acidifi-
car el medio hasta valores en torno a pH 5, siempre que las caracteristicas
de la proteina enzimatica problema lo permitan, y eliminar el precipitado
por centrifugacién, con lo que se retiran la mayor parte de los nucleo-
proteidos.

(b) Precipitacién fraccionada por disolventes orgdnicos.—kEl efecto
precipitante de los disolventes orgédnicos, como el etanol o la acetona, se
debe a su baja constante dieléctica, por lo que su adicién al medio favorece
las interacciones proteina-proteina.

Esle tipo de técnicas constituye uno de los principales métodos de
fraccionamiento, con la limitacién de que la mayor parte de los enzimas
son inaclivados por los disolventes orgdnicos a la temperatura ambiente,
lo que obliga a tomar precauciones especiales. Las muestras han de estar
sumergidas en un bafio de hielo o en una salmuera débil durante la adi-
cién del disolvenle, que a su vez se mantiene a temperaturas en torno a
—15°C vy, salvo casos muy especiales, la separacién del precipitado
requiere el uso de centrifugas refrigeradas.

(c) Precipitacién fraccionada por sales.—La presencia de sales en
una precipitacién acuosa afecta en diversas formas a la solubilidad de
las proteinas: de un lado, la disociacién de la sal en sus correspondientes
iones aumenta el nimero de grupos cargados en el medio y la solubi-
dad de las proteinas tiende a incrementarse, pero la actividad de agua dis-
minuye a medida que aumenta la concentracién salina, hasta que se al-
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canza un punio en que las interacciones proteina-proteina superan a las
que se establecen entre las moléculas proteicas y el agua.

Cada proteina tiende a precipitar en un intervalo de fuerza i6nica
definido que depende, para cada especie proteica, del pH y la temperatura
del medio, de la naturaleza de la sal y de la propia concentracién de la
proleina.

La sal més empleada para los fraccionamientos por precipitacion es
el sulfato aménico, tanto por su gran solubilidad en agua como por care-
cer de efectos nocivos sobre la mayoria de los enzimas.

(d) Desnaturalizacién fraccionada por calentamiento.—Este proce-
dimiento es util para la purificacién de proteinas relativamente poco sen-
sibles a la accién del calor, lo que se ve favorecido por el hecho de que,
con frecuencia, la presencia del substrato ejerce un efecto estabilizante
especifico sobre el enzima. Aunque no es una técnica de uso general, puede
ser muy conveniente someter a las preparaciones a un tratamiento térmico
inmediatamente inferior al necesario para desnaturalizar el enzima en
presencia o no de su substrato y eliminar el precipitado por centrifugacién.

(2) Adsorcién fraccionada

El adsorbente mds utilizado es el gel de fosfato célcico, aunque tam-
bién se emplean el gel de aldmina, el carbén vegetal y algunos otros. Este
mélodo puede ser aplicado de dos formas distintas. Si el enzima no se
adsorbe, el tralamiento puede servir para retirar de la solucién enzima-
tica gran parte de los materiales no deseados. Si es adsorbido, podra
asi ser separado de otros componenetes de las solucién que no lo son y pos-
teriormente exiraido del adsorbente.

En este segundo caso, el mds frecuente, la técnica a utilizar consiste
en agitar la solucién, en condiciones y en proporcién previamente deter-
minadas por experiencias piloto, en presencia de la cantidad necesaria
de gel para retener toda la proteina inactiva que es adsorbida antes de
que lo haga el enzima, retirar el gel de la muestra por centrifugacién, afa-
dir mds adsorbente hasta que quede retenida toda la actividad y recuperar
éste por el mismo procedimiento empleado anteriormente. La extraccién
del enzima adsorbido se efecliia dispersando el gel en tampones de con-
ceniracién creciente o, si este tratamiento es insuficiente, en soluciones
de sulfato aménico, que puede ser retirado posteriormente de las prepa-
raciones por didlisis siempre que la estabilidad del enzima lo permita.
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(3) Fraccionamiento por electroforesis preparativa.

La preparaciéon de {racciones proteicas por electroforesis se basa en
la migracion diferencial de las proteinas hacia uno de los polos cuando se
las somete a la accién de un campo eléctrico. El sentido y la velocidad de
migraciéon dependen de la carga neta de la molécula y, puesto que a su
vez la carga nela es dependiente del pH del medio, las posibilidades teéri-
cas del método son casi infinitas. Este tipo de técnicas han comenzado a
lomar importancia recientemente, desde que se ha introducido el uso de
procedimientos de electroforesis del alto voltaje y de geles de poliacrila-
mida como soporle, pero el elevado coste de los materiales que se requieren
ha limitado, hasta cierto punto, su extensién.

(1) Cromatografia en columna

Cuando las mueslras ya han sido parcialmente purificadas suelen
conseguirse muy buenos resultados mediante el uso de técnicas de cromato-
grafia en columna, cuya principal limitacién radica en que su capacidad
de carga es relativamente escasa. La separacién se basa, en los distintos
casos, en la adsorcién, el intercambio iénico, la filtracién molecular o la
combinacién de estos efectos.

(a) Cromatografia de adsorcién en columna.—Se emplean princi-
palmente ciertas formas de gel de fosfalo célcico mezcladas con mate.iales
granulares, como la celulosa, o derivados de éste, como el gel de hidro-
xiapalita.

(b) Cromalografia de intercambio iénico—El producto mas utili-
zado para la purificacién de proleinas por este tipo de cromatografia es
la dietil-aminoetil-celulosa (DEAE-celulosa). Aunque menos frecuentemen-
te, lambién son aplicables a- este objeto la carboximetil-celulosa (CM-ce-
lulasa) y diversas resinas de intercambio i6nico, en particular la amber-
lita IRC-50.

(c) Cromatografia de filtracién molecular. Determinacién de pesos
moleculares—Los soportes que se utilizan para cromatografias de filtra-
cién molecular son geles porosos tridimensionales de polisacaridos
(Sephadex). Estos métodos se basan en el principio de que las moléculas
mds pequefias son capaces de penetrar en el interior de los poros del gel,
en los que son retenidas, con el resultado de que si hacemos fluir una solu-
cién de proleinas a través de un lecho de gel, se eluirdn mds rapidamente
cuanlo menor sea el nimero de particulas que tengan’ que atravesar, es
decir, cuanto mayor sea su tamafio molecular.
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Esta propiedad constituye también el fundamento del uso de la filtra-
cién en geles porosos para la determinacién de pesos moleculares. Consi-
derando un gel de caracteristicas definidas y constantes, el coeficiente
de reparto de las moléculas de una proteina entre el interior y el exterior
de las particulas cuando se haya alcanzado el equilibrio es funcién inversa
de su lamafio. Este coeficiente ( K,, ) se calcula experimentalmente
haciendo uso de la expresién:

(Ec. V. 2) N
K.. =

av

en que V¢ es el volumen de elucién de la proteina correspondiente a los
mililitros eluidos desde el momento en que se aplicé la muesira hasta que
el soluto problema alcanza su concentracién méxima en el eluido; V,
representa el volumen total ocupado por el lecho del gel, y Vo —volumen
vacio—el volumen interparticular, que puede ser determinado midiendo
el volumen de elucién de una sustancia que, por su gran tamafio molecular,
‘sea completamente excluida del gel.

En ausencia de efeclos de adsorcién o interaccién electrostética entre
el cromatografiado y el gel, que son muy poco frecuentes, las represen-
laciones de los K,y correspondientes a proteinas de idéntica o muy pa-
recida configuracién y determinados en las mismas condiciones experi-
menlales, en funcién del logaritmo de sus pesos moleculares da, dentro
de ciertos limites impuestos por el tamafio y forma de la proteina y las
caracleristicas del gel, una linea recta de pendiente negativa, lo que per-
mile determinar el peso molecular de proteinas de tamafio desconocido
por interpolacién en las graficas obtenidas con proteinas de peso molecular
conocido.

IV.2—MATERIAL Y METODOS.
Determinaciones de proteina

Se efectuaron por su extincion a 280 y 260 mp (WARBURG y CHRISTIAN,
1941) y por la técnica de biurel descrita por CiiANCE y REDFEARN (1961).

Determinaciones de actividad diacetilo reductasa

Se llevaron a cabo mediante el método espectrofotométrico que se
describe en la metodologfa general.
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Preparacién de extractos acuosos de érganos vy tejidos.

Los diferenies 6rganos y tejidos fueron obtenidos de animales recién
sacrificados y, en los casos en que fue necesario, se transportaron al labo-
ratorio en bafios de hielo. A partir de ellos se preparé un homogeneizado
en 10 volimenes de agua destilada fria (0 - 4° C.) con un homogeneizador
de cuchillas M. S. E.

Obtencion de polvo aceténico de higado de ternera.

Las muesiras de higado fresco se consiguieron en el Matadero Mu-
nicipal de Leén y fueron decapsuladas y trituradas con el homogeneizador
de cuchillas en presencia de 10 volimenes de acetona a -15° C. El homo-
geneizado se agité durante 15 minutos y se filtré a vacio a través de una
capa de papel de filiro. La operacidn se repitié con el precipitado recogido y
el polvo final resultante fue cuidadosamente comprimido entre dos capas
de papel de filiro para eliminar en lo posible la acetona y almacenado en
un congelador a - 15° C.

Preparacién de extractos acuosos de polvo acetdonico.

El polvo aceténico se suspendié en los voldmenes de agua destilada
que se citan en la descripcién de cada experiencia mediante 30 minutos
de agitacién con un agitador mecénico, manteniendo frias las muestras
por inmersién en bafio de hielo.

La fraccién insoluble se eliminé por centrifugacién a 12.000 X g
durante 10 minutos en una centrifuga refrigerada. El sobrenadante se
filir6 a través de dos capas de papel de filtro.

Liofilizacion de las fracciones precipitadas con acetona.

La proteina que precipita entre los rangos de concentracién aceténica
citados en la descripcién de cada experiencia fue depositada por centri-
fugacién a 12.000 X g durante 10 minutos y redisuelta en unos 15 mls.
de agua destilada fria. La solucién fue congelada por inmersién en un
bafio de acetona saturada con nieve carbénica y liofilizada en el sistema
descrilo en la metodologia general.

Preparacién de gel de fosfato cdlcico.

Se efectué a parlir de cloruro célcico y fosfato trisédico, siguiendo
la téenica de KEILIN y HARTREE (1938).
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Cromatografias de intercambio ionico en DEAE-celulosa.

Las cromatografias de intercambio iénico fueron realizadas en
DEAE-22 y DEAE-32 ((Whatman).

Preparacién de las columnas—Fl DEAE se suspendié en 25 voli-
menes de dcido clorhidrico 0,5 N. en cuyo medio se dejé reposar durante
30 minutos. El sobrenadante fue eliminado por decantacién y el depdsilo
lavado en un embudo de Biichner con agua desionizada hasta que el elu-

Figura }8.—Dispositivo utilizado para las cromatografias de intercambio iénico y
las de filtracién molecular.

yente alcanzé un pH de 4; se suspendié entonces el DEAE en otros 25
volimenes de sosa 0,5 N. Tras otro periodo de reposo de 30 minutos se
reliré el sobrenadante y se lavé el depésito resultante hasta alcanzar un
pH de 8. Las particulas finas se eliminaron por sucesivas operaciones de
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suspensién y decantacién. Finalmente el DEAE se lavé con tampén fos-
fato, bisédico monopotasico pH 6,3 0,025 M. hasta que el pH del eluido
se igualé al del tampén, se suspendié en unos 100 mls. del mismo buffer
y se verlié en la columna cromatografica dispuesta verticalmente en una
cdmara fria (0 — 5° C).

Aplicacién de las muestras—A través de la columna asi preparada
se dejo circular durante 24 horas tampén fosfato 0,025 M. pH 6,3 para
asegurar el equilibrio. Transcurrido este periodo se colocé en la superfi-
cie del DEAE un disco de papel de filtro, sobre el cual y mediante una
pipela capilar se aplicaron cuidadosamente las muestras, evitando pertur-
bar el lecho cromatografico.

Elucion—Se hizo uso del dispositivo que se muestra en la figura 18.
Como presién hidrostitica se consideré la diferencia de altura entre la
superficie del eluyente en el embudo de vidrio y la boca del tubo de salida
de la columna, despreciando las pequefias diferencias debidas a la densi-
dad de los eluyentes.

Recogida de fracciones—3e empleé un colector de fracciones «LKB»
modelo «Radirac 3403 b».

Cromatografia de filiracién molecular en Sephadex G-100.

Preparacion de la columna—Se dejé hidratar el Sephadex durante
ires dias a la temperatura ambiente en unos 100 volimenes de agua desti-
lada (p/v). El sobrenadante se retiré por decantacién y el depésito fue
verlido en una columna cromatografica en las mismas condiciones descri-
tas para las cromatografias en DEAE. El gel se dejé empaquetar durante
12 horas a la presién hidrostatica que se utilizé durante las cromatografias
subsiguientes.

Elucién.—Se siguié el mismo procedimiento que se ha descrito para
las cromatografias de intercambio iénico.

Aplicacion de las muestras—Se afiadi6 a las preparaciones cantidad
suficiente de sacarosa para formar una solucién muy densa que se aplicé
sobre la superficie del gel mediante una pipeta capilar de punta curvada
en dngulo recto. Las muestras quedaron asi depositadas sobre el lecho
del gel, formando una capa claramente separada por su densidad del resto
del liquido de la columna.

Determinacién del volumen vacio—Se consideré como tal el volu-
men de elucién del dextrano azul (Pharmacia), que por su elevado peso
molecular — 2 X 106 — es completamente excluido del Sephadex G X 100.
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IV. 3. RESULTADOS.
IV. 3.1. EXPERIENCIAS PREVIAS.

3.1.1. Actividad diacetilo reductasa en érganos y tejidos de diversas
especies animales.

Se invesligé la distribucién de la actividad diacetilo reductasa en
6rganos y lejidos procedentes de diversas especies animales para averiguar
cudl seria més adecuado como material de partida. Con este objeto se ob-

TABLA XIII

Distribucién de la actividad diacetilo reductasa en 6rganos y tejidos
de diversas especies animales.

Extracto! Actividad especifica®
Rata

HIZado ooeeeececee e eeeen 3.4

IREFTTES 1Y i o S e o RS 1

Corazén, cerebro, miisculo y bazo. ..........ccoouvmeevueereann... No detectada
Conejo

A O e e reese e ee o e oo R o 2

RIDON oottt st eees 1,6

Misculo Y hazo ....c.ceeceeeecenerinnerieseeeeeeeeeee e Nodetectada
Ternera

HIZAA0 ottt 2,5
Paloma

Higado e v 25

RATION ettt ettt 15

Misculo esquelético . 8,1

COTAZON  eeeeteiereeceeteetcee ettt s e eeeeeesesseesesseseesaesseessnneann 3.4

CETEDNTO ettt sesssesssesenesssasseensseas 2,8
Gallina

b T oo M el rereritrrrorresieiie e SR 18

! Extractos acuosos (5 vols. agua /vol. de tejido).
2 En nmoles de diacetilo reducidos /min. /mgr. de proteina.

— 200 —

tuvieron, en dias sucesivos, los extractos acuosos (cinco volimenes de
agua por volumen de tejido) cuya procedencia figura en la tabla 13, en
los que se determiné la actividad diacetilo reductasa mediante la técnica
especlrofolométrica descrita en la metodologia general y la proteina por
el método del biuret.

Los resultados obtenidos figuran en la tabla 13. Aunque la actividad
especifica més alta fue la determinada en el higado de paloma, se ha pre-
ferido partir del higado de ternera dada la mayor facilidad de obtencién
de los grandes volimenes de muestra que requieren los procesos de puri-
ficacién.

3.1.2. Estabilidad de la actividad diacetilo-reductasa en los extractos
acuosos de higado de ternera.

La estabilidad de los enzimas en las preparaciones brutas de érga-
nos y tejidos suele ser poco satisfactoria, lo que constituye un inconveniente
para la purificacién de los mismos. Se investigé por ello cémo afectaba
a la actividad diacetilo reductasa el almacenamiento a refrigeracién y
congelacién:

A partir de 10 grs. de higado de ternera fresco se preparé un extracto
en 100 mls. de agua destilada. Una alicuota fue congelada y conservada
a —15° C durante 24 horas, al cabo de las cuales se descongel6 en un bafio
de agua a 4° C y se analizé su actividad diacetilo reductasa. El resto del
exiraclo se almacené a 0°C., efectuandose determinaciones de actividad
a liempo cero y al cabo de 4, 10 y 24 horas.

En la tabla 14 se recogen los resultados obtenidos.

TABLA XIV
Estabilidad de la actividad diacetilo reductasa en los extractos acuosos
de higado de ternera (10 vol. de agua/vol. de tejido).

Periodo de Temperatura de Actividad ! Ge de pérdida de
almacenamiento almacenamiento por ml. de muestra. actividad
(horas). (°C)

0 0 18 —
4 » 16,9 6,1

10 » 15,7 12,7

24 » 15,1 16,1

24 —15 14,2 21

! En nmoles de diacetilo reducidos por minuto.
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VI. 3.2. PuriricAcION: ESTUDIOS PRELIMINARES.

3.2.1. Extraccién con acetona.

En vista de los resultados de los experimentos anteriores, se considerd
convenienie averiguar si podian conseguirse rendimientos aceptables me-
diante la exiraccién con acetona y si la estabilidad durante el almacena-
miento del enzima obtenido en estas condiciones seria satisfactoria.

Se tomaron dos fracciones de 20 grs. de higado de ternera fresco.
A partir de una de ellas se preparé un extracto en 10 volimenes de agua des-
tilada, obteniéndose de la otra un polvo aceténico y un extracto del mismo
en 5 volimenes de agua destilada, mediante las técnicas que se describen
en el apartado IV. 2 de este capitulo; terminadas estas operaciones se mi-
dieron los volimenes correspondientes a ambos extractos y se determiné
la actividad diacetilo reductasa y la proteina.

Los resultados de esta experiencia figuran en la tabla 15, poniendo de
manifiesto que la extraccién con acetona es equivalente en rendimiento
a la acuosa con la ventaja de que se obtiene mayor actividad especifica.
En vista de ello se consideré conveniente la obtencién sistematica de polvo
acelénico como primera etapa de purificacién de todas las muestras de
higado.

Todas las preparaciones de polvo aceténico obtenidas se conserva-
ron en un congelador a —15° C, habiéndose comprobado repetidas veces
durante la realizacién de esta tesis que la estabilidad de la actividad diacetilo

TABLA XV
Comparacion enire los rendimientos obtenidos por extraccion acuosa y
acetonica de la actividad diacetilo-reductasa.

. Proteina Activ. Volumen i
Actividad' (g por mgr. total AC“V;]
por ml. por ml. proteina (mls.) total?
Extraccién acuosa 16,6 7,2 2,3 205 3.403
Extraccién
aceténica 56,1 13,7 4,1 63 3.543

! En nmoles de diacetilo reducido por minuto.

2 En 20 grs. de higado. Los extractos acuosos se obtuvieron en 10 volimenes de
agua destilada. La extraccion aceténica se llevé a cabo con 10 volimenes de aceto-
na /vol. de higado y del polvo resultante se obtuvo un extracto en 5 volimenes de agua.
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reductasa en estas condiciones es muy elevada: no se han observado pérdi-
das significativas de actividad en periodos de almacenamiento de hasta
lres meses.

En las experiencias descritas en este capitulo puede comprobarse
que la actividad especifica de los extractos acuosos de polvo aceténico es
muy variable (entre 4 y 9 nmoles de diacetilo reducidos/minuto/mgr.
de proteina), lo que se debe tanto a la variabilidad de la actividad especi-
fica de la muestra original como a las condiciones de extraccién, que han
mosirado ser muy criticas.

3.2.2. Precipitacion de las proteinas por acidificacién con dcido acético.

Con objeto de determinar si la precipilacién por acidificacién podria
ser (til como procedimiento de purificacién, se llevé a cabo el siguiente
experimento:

Se preparé un extracto acuoso de 20 grs. de polvo aceténico en 5 vo-
limenes de agua destilada, a partir del cual se obtuvieron seis muestras
de 10 mls., de las cuales una se conservé como testigo y las otras cinco fue-
ron acidificadas a pH 5, 4.8, 4,6, 4,2 y 4, respectivamente, con acido acé-
tico al 10 por ciento en agua. Las preparaciones se dejaron reposar, sumer-
gidas en bafio de hielo, durante 4 horas, reajustdndose el pH a los 30,90 y
180 minulos con la misma solucién de acético para compensar la progre-
siva pérdida de acidez. ’

TABLA XVI
Precipitacion de las proteinas del extracto acuoso de polvo aceténico
de higado de ternera por acidifacién con dcido acético.

Sobrenadante de la Actividad ! por mgr. de Actividad ! total
precipitacién a pH proteina

5 2,07 285,6

4.8 2,31 276,5

4.6 2,03 252,5

4.4 1,59 196,7

4.2 1,64 201,6

Testigo 6,42 848

! En nmoles de diacetilo reducidos por minuto
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Al cabo de 4 horas se eliminaron los precipitados por centrifuga-
cién a 12.000 X g durante 10 minutos. El pH de los sobrenadantes se
ajusté a 6,1 con sosa 2,5 N y se determiné la actividad diacetilo reductasa
y la proteina, por el método del biuret, en las distintas preparaciones.

Los resultados de esta experiencia, que figuran en la tabla 16, de-
muesiran la inaplicabilidad de la técnica estudiada para la purificacién
de las preparaciones de diacetilo reductasa, puesto que se aprecia una
fuerte pérdida de actividad no imputable a cambios en el pH de ensayo,
ya que las muestras habian sido previamente neutralizadas.

3.2.3. Precipitacion por acidificacion con deido clorhidrico.

Puesto que no es muy probable que un enzima que, como se indica
en el capitulo VII, tiene un pH éptimo de 6,1 precipite ya en su mayor
parie a pH 5, los datos obtenidos en el experimento anterior hicieron sos-
pechar que el ion acetato inhibia la reaccidn, de lo que ya se tenian refe-
rencias indireclas procedentes de los resultados de otros andlisis dirigidos
a determinar las condiciones mas favorables de ensayo. En consecuencia,
se decidié repetir la experiencia descrita en 3.2.2., sustituyendo el dcido
acético por acido clorhidrico 1/10 N.; los efectos de la precipitacién en
medio 4cido se estudiaron en un rango de pH més elevado, entre 4,5y 5,5.

En la tabla 17 se recogen los resultados obtenidos. Aunque en los
sobrenadantes de la precipitacién a pH 5,5 y 5,25 las pérdidas de actividad
son de escasa consideracién, la eficacia de la técnica estudiada como método

TABLA XVII
Precipitacién de las proteinas del extracto acuoso de polvo aceténico
de higado de ternera por acidificacién con dcido clorhidrico.

Sobrenadante de la Actividad !por mgr. de Actividad ! total
precipitacion a pH proteina
5,9 8,6 1.020,5
5,25 8,1 983,6
5 7 854.,6
4,75 55 721
4.5 2,2 380,4
Testigo 6,7 1.056

I En nmoles de diacetilo reducidos por minuto.
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de purificacién es muy dudosa, puesto que la actividad especifica apenas
resulla multiplicada por un factor de 1,3 en el caso més favorable.

3.2.4. Precipitacion con sulfato de protamina.

La precipitacién con sulfato de protamina es muy dtil en la purifi-
cacién de las preparaciones de diacetilo reductasa bacteriana por la técni-
ca de STECKER y HARARY (1954), por lo que se considerd conveniente com-
probar sus posibilidades de aplicacién a la purificacién de nuestras
muestiras. i

Con este objeto se obtuvieron unos 50 mls. de extracto acuoso de
polvo aceténico (5 mls. de agua destilada/gr. de polvo acetdnico), de los
que 40 fueron utilizados en la realizacién de esta experiencia y el resto
conservados como testigo en bafio de hielo. Los 40 mls. de extracto fueron
colocados en un recipiente refrigerado mediante una camisa de hielo y
agilados con un agitador magnético mientras se afiadia lentamente un
8 por ciento de su volumen (3,2 mls.) de una solucién de sulfato de prota-
mina al 0,2 por ciento. La suspensién resultante se dejé reposar durante
10 minutos y se centrifugé a 12.000 X g 10 minutos en una centrifuga
refrigerada. El depésito se descarté.

Una alicuota del sobrenadante (1,5 mls.) se conservé en bafio de
hielo para la determinacién de proteina y actividad diacetilo reductasa;

TABLA XVIII
Precipitacion con sulfato de protamina de las proteinas del extracto
acuoso de polvo aceténico de higado de ternera.

Sobrenadante. Actividad 2 Proteina total Actividad 2
Fraccién ! total (mgrs.) por mgr. de
proteina
0-8 % 5.436,0 0724 3
8-12% 4.934,1 622,1 7,95
12-16 % 4.615,8 580,2 7,95
16 - 20 % 4.281,6 553 7,7
20-30 % 3.198,7 523,6 6,1
Testigo 5.456 720 7,6

! Los porcentajes se refieren a los volimenes afiadidos de una solucién al 0,2 por
ciento de sulfato de protamina por 100 voltiimenes de extracto acuoso de polvo aceténico.
2 En nmoles de diacetilo reducidos por minuto.
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al resto se le afiadi6 la cantidad necesaria de la solucién de sulfato de
prolamina para que la citada solucién estuviese en proporcién de un doce
por ciento respecto al extracto acuoso original. Tras 10 minutos de reposo,
el precipitado fue eliminado por centrifugacién. Se conservé una alicuota
del sobrenadante y al resto se le afiadié mas sulfato de protamina.

Por sucesivas aplicaciones de este procedimiento, se obtuvieron mues-
iras de los sobrenadantes correspondientes a las fracciones 0 — 8 %,
8 — 12%, 12 — 16%, 16 — 20%, 20 — 30% en las que se
analizé la proteina (método del biuret) v la actividad diacetilo reductasa.

En la tabla 18 se recogen los resultados de las determinaciones de
aclividad especifica, actividad total y proteina total, calculadas para un
volumen inicial de extracto de 40 mls. y corregidas teniendo en cuenta los
voltimenes que fueron retirados para la realizacién de los ensayos.

3.2.5. Precipitacion por acetona.

En una cdmara frigorifica a 0 — 4° C. se afiadieron a 20 mls. de un
exiraclo de polvo acelénico en 4 volimenes de agua destilada, 0,25

TABLA XIX
Purificacién de un extracto acuoso (1/4) de polvo aceténico por pre-
cipitacion fraccionada con acetona.

Fraccién precipitada entre Actividad ! Proteina total Actividad !
(vols. acetona /vol. extracto) total (mgrs.) por mgr.
= proteina
0 -025 68,4 15,9 4.3
0,25-04 278,7 86,5 3,22
04 -0,55 528,2 77 6,86
0,55-0,7 570,5 60,8 8,54
0,7 -0,85 298.,8 19,4 154
0,85-1 284.6 9,7 29,2
il -1,5 729,5 9,7 75,55
15 -25 25,9 4 6,63
2.784.,6 289
Testigo 2.602,5 302 8,6
Recuperacion 1006,9 % 95,7 %

1 En nmoles de diacetilo reducidos por minuto.
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volimenes de acetona comercial a —15°C., lentamente y agitando la
muesira con un agilador magnético para conseguir una distribucién homo-
génea del agente precipitante en la solucién. Terminada la adicién de
acetona, la suspensién se dej6 reposar~durante 15 minutos en un bafio de
salmuera a —4°C. y se centrifugé en una centrifuga refrigerada a
12.000 X g durante 10 minutos.

El depésito resultante se suspendié en unos pocos mililitros de agua
destilada fria (0 — 4° C) y se conservé en un bafio de hielo. Al sobrena-
dante se le fue afiadiendo sucesivamente mas acetona, y se obtuvieron asi
los sedimentos de las fracciones 0,25 — 04 volimenes, 0,4 — 0,55,
0,55 —0,7,0,7— 085,085 — 1,1 — 1,5y 1,5 — 2,5.

Los datos de actividad especifica proteina total y actividad total en
los depésitos de las fracciones obtenidas se recogen en la tabla 19. Puede
observarse que se consigue un considerable incremento de la aclividad
especifica en el depésito de la fraccién 1 — 1,5, que se multiplica por un
faclor de aproximadamente 9, con un rendimiento en torno al 30 por ciento.

3.2.6. Precipitacién con sulfato amdnico.

En los dos experimentos que se describen a continuacién se ha es-
ludiado la distribucién de la actividad diacetilo reductasa en las fraccions
proleicas que precipilan a concentraciones de sulfato aménico entre
0y 100 por ciento de saturacién.

Experimento 1.

A partir de 100 mls. de extracto acuoso de polvo aceténico en cuatro
volimenes de agua destilada se obtuvieron las fracciones que figuran en
la tabla 20 mediante la siguiente técnica:

El extracto fue colocado en un bafio de hielo y agitado con un agita-
dor magnético, mientras se le afadia, lentamente, la cantidad necesaria
de una solucién saturada de sulfato aménico para llevar la concenlracién
de éste en la preparacién hasta un 30 por ciento de saturacién; el volumen

a afiadir por cada 100 mls. de mucstra se calculé haciendo uso de Ia fér-
mula:

(Ec.IV. 3)
Sg . S1

1 — (S2/100)
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en la que S; es el tanto por ciento de saturacién de sulfato aménico en la
preparacién inicial y S, el tanto por ciento de saturacién que se pretende.

La suspension se dejé reposar 30 minutos en el bafio y se centrifugé
a 12.000 X g durante 10 minutos. El depédsito se recogié en tampén fos-
fato 0,1 M pH 6,1 y al sobrenadante se le afiadié de nuevo solucién satura-
da de sulfato aménico, en idénticas condiciones, hasta una concentracién
de 40 por ciento saturacién en la muesira. Por el mismo procedimiento se
obtuvieron las demds fracciones, excepto el precipitado entre el 90 y el
100 por ciento para lo que se afiadi sulfato aménico sélido.

Los resultados obtenidos figuran en la tabla 20, mostrando que,
aunque las recuperaciones de actividad y proteina son satisfactorias y la
mayor parte de la actividad se recoge en los depdsitos del 40 al 70 por
ciento, el incremento de actividad especifica que podria obtenerse es pe-
quefio.

TABLA XX
Precipitacién con sulfato aménico: Fraccionamiento del extracto
acuoso de polvo aceténico.

Proteina total Actividad ! Actividad !
Depésito de la fracciéon (mgrs.) total por mgr. de
proteina

0-30 % saturac. 126,7 1479 1.2
30 -40 % » 147,8 1.064.2 7,2
40 - 45 % » 2318 1.845,1 8
45 - 50 % » 245,7 2.125,3 8,6
50-55 % » 232 3.480 15
55-60 % » 214.4 2.208,3 10,3
60 - 65 % » 178,6 19164 10,7
65 - 70 % » 1134 1.443.,6 12,7
70 -80 % » 95 1.108,6 11,6
80 - 90 % » 89 203.8 2.3
90-100% » 64.4 0 0

1.638,8 15.538,2

Muestra original 1.660 14.608 8,8

Recuperacién.... 99 % 106 %

! En nmoles de diacetilo reducidos por minuto.
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Experimento 2.

En 10 mls. de tampén fosfato 0,1 M pH 6,1 se preparé una suspen-
sibn de unos 40 mgrs. de liofilizado de la fraccién que precipita entre
0,9 y 1,5 volimenes de acetona y fue centrifugada a 24.000 X g durante
10 minutos, con lo que se obtuvo un sobrenadante transparente. A partir
de 6 mls. de esta muestira se obtuvieron, mediante el procedimiento des-
crito en el experimento anterior, los depésitos de las fracciones 0 — 30 %,
30 — 40%, 40 — 50%, 50 — 60%, 60 — 70% y 70 — 100 % de
saturacién, que fueron recogidos en tampén fosfato 0,1 M. pH 6,1, y en
los que se analizé la proteina y la actividad diacetilo reductasa.

Los resultados de este experimento se recogen en la tabla 21.

TABLA XXI
Precipitacion con sulfato aménico: Fraccionamiento de la proteina
previamente precipitada a concentraciones de acetona entre 0,9 y 1,5 voli-

menes.

Proteina total Actividad 1 Actividad
Depésito de la fraccién (mgrs.) total por mgr. de

proteina
0 - 30 % saturacion 1,5 69,3 46,2
30-40 % » 2 124.4 62,2
40 - 50 % » 58 529,5 91,3
50 - 60 % » 5,8 510,4 88
60 - 70 % » 34 106,38 314
70-100% » 3.4 110,2 32,3
21,9 1.450,9

Muestra original 21,7 1.467,9 67,8
Recuperacién 101 % 99 %

1 En nmoles de diacetilo reducidos por minuto.

3.2.7. Fraccionamiento por adsorcién en gel de fosfato cdlcico.

Cuatro muestras de una suspensién en agua destilada de liofilizado
de la proteina precipitada entre 0,9 y 1,5 voltimenes de acetona fueron
agitados durante 15 minutos en presencia de 0,01, 0,025, 0,05 y 0,1
volimenes (p/v) de gel de fosfato calcico.
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Transcurrido este tiempo el gel se retir6 mediante centrifugacién
a 12,000 X g durante 10 minutos; en el sobrenadante se determiné la
proteina presente (por el método del biuret) y la actividad diacetilo re-
ductasa, con los resultados que se recogen en la tabla 22.

TABLA XXII
Fraccionamiento por adsorcion en gel de fosfato cdlcico a partir de
una preparacién purificada por precipitacién entre 0,9 y 1,5 voliimenes
de acetona.

Actividad !
Fraccién Proteina total Actividad ! total por mgr. de
(mgrs.) proteina

Sobrenadante
de adsorcién
con (volimenes

de gel).
0,01 12,8 1.384 108,6
0,025 11,2 1.192 106,4
0,05 7 652 95,8
0,1 2,6 192 73,8
Muestra original 16,5 1.384 84.4

1 En nmoles de diacetilo reducidos por minuto.

En la citada tabla puede observarse que en el sobrenadante de la
adsorcién con 0,1 volamenes de fosfato cailcico solamente se detecta
un 13,8 por ciento de la actividad original, lo que supone que el 86,2 por
ciento restante deberia haber sido arrastrado con el gel. Se intent6 recu-
perar la actividad adsorbida resuspendiendo éste en tampén fosfato bisé-
dico monopotisico pH 6,1 0,0025 M. y depositindolo nuevamente por
centrifugacién, sin que pudiera detectarse actividad diacetilo reductasa
alguna en los ensayos efectuados con el sobrenadante. Este proceder se
repitié con tampén fosfato del mismo pH y molaridad 0,005 M, 0,01 M,
0,025 M, 0,05 M. 0,2 M y 0,5 M, con idéntico resultado negativo. En vista
de estas dificultades se descarté el empleo de este método para la purifi-
cacién de nuestras preparaciones.
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3.2.8. Cromatografias de intercambio iénico en DEAE-celulosa.

La cromatografia en columna de DEAE suele dar muy buenos resul-
tados para el fraccionamiento de muestras parcialmente purificadas. Las
experiencias que se describen a continuacién se realizaron para determi-
nar hasta qué punto podria resultar conveniente a aplicacién de esta téc-
nica para la purificacién de nuestras preparaciones.

8.1. Cromatografia en DEAE-32.

Se preparé una columna de DEAE-32 de 1,5 cms. de diadmetro con
un lecho de 45,5 cms. de altura que fue equilibrada con tampén fosfato
bisédico monopotasico pH 6,3 0,025 M. durante 24 horas. En 3,5 mls.
de este mismo tampén se suspendieron unos 70 mgrs. de liofilizado de la
fraccién aceténica 1 — 1,3 y las particulas insolubles se eliminaron por
centrifugacién a 32.000 X g durante 20 minutos. Tres mililitros del sobre-
nadante de esta centrifugacién se colocaron en la columna de DEAE y
fueron eluidos sucesivamente, por este orden, con 125 mls. de tampén
fosfato bisédico monopotasico pH 6,3 0,025 M, 150 mls. de tampén
0,1 M y 100 mls. mas del mismo buffer 0,5 M. La presién hidrostatica
fue de 100 cms. y el flujo de 16 mls. /hora.

El eluido se recogi6 en fracciones de 3,8 mls., en las que se determiné
la proteina, por su extincién a 280 y 260 m ¢ y la actividad diacetilo
reductasa.

La marcha de la cromatografia se recoge en la figura 19 y en la
tabla 23. Puede apreciarse que, aunque la recuperacién de proteina tras
la cromatografia fue satisfactoria —96 %— solamente se recogié el
16 por ciento de la actividad, en dos bandas eluidas con tampén 0,025 M. y
0,1 M. que representan, respectivamente, el 13,5 y el 2,5 por ciento de la
original.

La pérdida de actividad se achacé a la escasa estabilidad del enzima
en tampén fosfato de baja molaridad (véase capitulo VII). Puesto que, a
pesar de la mala recuperacién, en algunas fracciones se habia conseguido
un grado de purificacién estimable, se consideré conveniente repetir la
experiencia empleando como soporte DEAE-22 que, por ser mas fibroso
que el DEAE-32, permite que el flujo sea mas rdpido —y, en consencuencia,
la cromatografia mas breve— aunque la separacién suele ser peor.
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TABLA XXIII

Desarrollo de la cromatografia en DEAE-32 del extracto acuoso del
liofilizado de una preparacién purificada por precipitacién entre 1 y 1,3
voliimenes de acetona.

Tubo n.° Proteina total Actividad ! i:g;glgg; Recuperacién
(mgrs.) total. (Act./mgr. prt.) actividad (%)
15 0,68 21,1 31 0,2
16 0,72 126 175 1,3
17 0,47 178,6 380 1.8
18 0,49 252 5143 2,6
19 0,48 2304 480 2.4
20 0,36 195,1 542 2
21 0,3 129,5 431,6 1,3
22 0,33 47,7 144.4 0,5
23 0,30 28,9 96,2 0,3
24 0,33 29 87,9 0,3
25 0,22 30 136,7 0,3
26 0,4 25 62,5 0,3
27 0,3 16 53,3 0,2
47 0,08 38 475 04
48 0,11 55,5 503,5 0,6
49 141 54 38,3 0,6
50 1,13 45,6 40,3 0,5
51 0,65 28,5 43,8 0,3
52 0,49 7,6 15,5 0,1
Muestra 1.548.4 16 %
original 41 9.692 2364

1 En nmoles de diacetilo reducidos por minuto.
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Figura 19.—Cromatografia en DEAE-32 de la fraccién que precipita entre
1y 1,3 volimenes de acetona. Eluyentes: fracciones 0-33, tampén fosfato pH 6,3
0,025 M.; 33 - 73,1d. 0,1 M.; 72 - 100, id. 0,5 M.

8.2. Cromatografia en DEAE-22.

En 7 mls. de tampén fosfato/bisédico monopotasico 0,025 M pH
6,3, se suspendieron unos 800 miligramos de liofilizado aceténico 1 — 1,3y
la muestra fue centrifugada 20 minutos a 32.000 X g. Cinco mililitros
del sobrenadante fueron cromatografiados en las mismas condiciones del
experimento anterior, excepto en que la columna estaba empaquetada
con DEAE-22; a elucién se efectud, sucesivamente con 100 mls. de tampén
fosfato pH 6,3 0,025 M. y 75 mls. mas del mismo tampén 0,5 M y el flujo

fue de unos 45 mls./hora. Se recogieron fracciones de aproximadamente
2,5 mls.
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Desarrollo de lu cromatograffe en DEAE-22 de un extracto acuoso
del liofilizade de lu fraccién que precipite entre 1 y 1,3 voliimenes de

TABLA XX1V

acetona,
Proteina total Actividad ! Actividad ! Recuperacion
Tubo n.® {mgrs.) total especifica actividad (%)
{Act./mgr. prot)
17 11,3 240 21 04
18 18.44. 4125 22 0,7
19 18,1 626,5 34 1
20 13,2 3.458,5 262 5,6
21 24.6 15.320 618 25,1
22 39,4, 10.880 278 17,9
23 36 5.040 165 9.8
24 26,6 1.044. 40 1.7
25 158 840 53 14
26 6,3 647.,5 102 11
27 4.4 538,5 122 0,9
45 044 344 82 0,06
46 04 512 128 0,08
47 0,47 45,3 91 0,07
54 22 262,95 117 04
35 0.6 22 37 0,04
606 3.2 78,6 25 0,12
67 92 44.3 10 0,07
68 4.4 426 10 0,07
40.528,4 66,7
Muestra
original 310 60.880 198

1 En nmoles de diacetilo reducidos por minuto.
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Figura 20—Cromatografia en DEAE-22 de la fraceién que precipita cntre 1y 1,8
voliimenes de acetona. Eluyentes: fracciones 0440, tampén fosfate pH 6,3 0,026 M.

4071, id. 0,5 M. Gréfica interna: amplincién 1 X 27 de ln actividad D. R. do las fruce
ciones 40-71,

En la figura 20 y tabla 24 se recogen los resultados obtenidos, mos-
trando que la recuperacién de actividad es ahora mucho més satisfactorin
(66,7 %), eluyéndose ésta en una banda principal, que incluye el 99 por
cienlo del tolal recogido, y olras tres secundarins. En una de las fracciones
de la banda principal —tubo 21— la actividad especifica se ha multipli-
cado por 3,1 con un rendimiento del 25 por ciento.
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3.2.9. Cromatografias de Siltracién molecular en Sphadex G-100. Deter-
minacién del peso molecular de lg diacetilo reductasa.

Experimento 1.

Esta experiencia fue disefiada, en principio, para la obtencién de
datos acerca de las posibilidades de la cromatografia en gel de Sephadex
como técnica de fraccionamiento para la purificacién de nuestras prepa-
raciones. Con este objeto se suspendieron unos 50 mgrs. de liofilizado de
la fraccién aceténica 1 — L5 en 3 mls. de tampén fosfato bisédico mono-
potésico 0,5 M pH 6,3. La suspensién fue clarificada por centrifugacién a
32.000 X g. durante 20 minutos y cromatografiada a través de una colum-
na de 1,5 X 90 cms., empaquetada con Sephadex G — 100 en tampén fos-
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Figura 21—Cromatografia en Sephadex G-100 de Ia fraceién que precipita
entre 1y 1.3 voldmenes de acetona. Eluyente, tampén fosfato pH 6,3 0,5 M.
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fato bisédico monopotisico 0,5 M pH 6,3, de las siguientes caracteristicas:
Altura del lecho dei gel, 46,5 cms. Volumen total ocupado por el gel,
81,84 cm3 (46,5 cms. X 0,752 X 3,14). Volumen vacio, 19,2 mls.

La cromatografia se efectu en una cimara frigorifica a 0 — 40 (N
a presién hidrostatica de 10 cms, y utilizando como eluyente tampén fos-
fato 0,5 M pH 6,3.

El eluido se recogié en fracciones de aproximadamente 3 mls. en
las que se analizé la proteina, por su extincién a 280 y 260 myp. , y la acti-
vidad diacetilo reductasa.

Los resultados obtenidos se representan en la figura 21. A pesar de
que la marcha de la cromatografia ha sido satisfactoria, con recuperacio-
nes del 97 por ciento de la proteina y de 85 por ciento de la actividad, sola-
mente en dos de las fracciones —tubos 12 ¥ 13— se obtiene un incremento
apreciable de la actividad especifica, 2,5 veces superior a la original,
mientras que la actividad recuperada en ambas muestras no representa
maés que el 29 por ciento de la total.

En el cromatograma de la figura 21 puede observarse también que
la actividad es eluida en dos bandas, con maximos de elucién a los 31,5 mis.
y a los 44,5 mis. aproximadamente, siendo sus Kay 0,195 y 0,405. A par-
tir de estos valores se calculé el peso molecular de las proteinas enzims-
ticas eluidas en las dos zonas, cromatografiando en la misma columna
ovoalbiimina, quimotripsina y citrocromo C de caballo, cuyos pesos mo-
leculares son ya conocidos, y comparando sus K . con los que se habian
determinado para la diacetilo reductasa (fig. 22).

Calculados por este procedimiento, los pesos moleculares correspon-
dientes a las dos bandas de actividad diacetilo reductasa fueron de 76.000
para la més rapida y 26.000 para la més lenta.

Estos resultados sugieren la posibilidad de que la diacetilo reductasa
s€ encuentre en forma de agregados de unidades monoméricas, correspon-
diendo la de peso molecular 26.000 a un monémero y la de 76.000 a un
trimero y, puesto que el equilibrio entre los distintos grados de asociacién
suele estar regulado por la fuerza i6nica del medio, se decidié obtener mis
datos al respecto efectuando otras cromatografias con eluyentes de dife.
rentes fuerzas iénicas.

Experimento 2.

En la misma columna Y en idénticas condiciones a las descritas en el
experimento anterior, excepto en que el gel fue equilibrado con tampén
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’Flgura 22—Célculo del peso molecular de la diacetilo reductasa por cromato-
grafia en Sephadcx G-100. Representacién de los Kav en funcién del logaritmo del
peso molecular. (P Citocromo «c». (@) Quimotripsina. (0) Ovoalbtimina. (AAX)
Diacetilo reductasa.

fosfato bisédico monopotasico 0,05 M. pH 6,3 y la muestra eluida con el
mismo tampén, se cromatografié una suspensién de unos 40 mgrs. de
liofilizado de la fraccién aceténica 1 — 1,5 en 2 mls. del citado buffer
previamente clarificada por centrifugacién.

Se obtuvo asi el cromatograma de la figura 23, mostrando que la acti-
vidad es ahora eluida en una sola banda cuyo méximo, en torno a 35 mls.,
estd situado en las proximidades del correspondiente a la banda més rapida
en la cromatografia anterior aunque ligeramente desplazado hacia la
zona en que se eluye la més lenta.
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Figura 23.—Cromatografia en Sephadex G-100 de la fraccion que precipita
entre 1y 1,3 volimenes de acetona. Eluyente, tampén fosfato pH 6,3 0,05 M.

Experimento 3.

Los resultados del experimento anterior parecian apoyar la hipétesis
de que el equilibrio entre las dos formas de asociacién podria estar re-
gulado por la molaridad del eluyente y, en consecuencia, por su fuerza
i6nica. Para confirmar estos datos se realizé un nuevo 'éxpéfilvnento; utili-
zando como eluyente tampén fosfato bisédico monopotasico 0,1 M pH
6,3 y 0,7 M respecto a cloruro sédico, cuya fuerza ional es semejante a la
del eluyente del primer experimento pero correspondiendo en su mayor
parte al C1 Na.

Con este objeto se equilibré el gel con tampén fosfato de las ca-
racteristicas citadas, haciendo pasar por la columna empleada en los expe-
rimentos anteriores un volumen de éste equivalente a unas 15 veces el vo-
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Figura 24 (@¢)—Cromatografia en Sephadex G-100 de la fraccién que precipita
entre 1y 1,3 voltmenes de acetona. Eluyente, tampén fosfato pH 6,3 0,1 M.y 0,7 M.
respecto a cloruro sédico.

lumen vacio. En el mismo tampén fue suspendida y eluida la preparacién
enzimitica (unos 60 mgrs. de liofilizado aceténico 1 — 1,5 en 2 mls., cla-
rificada mediante centrifugacién).

Los resultados de esta experiencia se representan en la grafica de la
figura 24 (a), en la que nuevamente puede apreciarse la existencia de dos
picos de actividad cuyos volimenes de elucién son de 32 y 45 mls. apro-
ximadamente.

Experimento 4.

Después de la experiencia descrita anteriormente se hizo necesario

reempaquetar el gel, puesto que el progresivo taponamlento del mismo
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durante las diversas cromatografias efectuadas terminé por reducir el
flujo a niveles incompatibles con nuestras necesidades. En consecuencia
se retiré el gel de la columna y fue substituido por otro recién hidratado
que se dejé equilibrar durante toda la noche con tampén fosfato bisédico
monopotésico 1 M. pH 6,3.

Los resultados de la cromatografia se representan en la figura 24 (b).
Aunque los cambios introducidos en las condiciones experimentales no
permiten establecer una comparacién directa entre los datos recogidos en
esta experiencia y los de los cromatogramas anteriores, puede apreciarse
que aparecen de nuevo dos méximos de actividad, pero el correspondiente
a la banda més rapida es ahora cuatro veces mds pequefio que el de la
banda més lenta. Esto concuerda con las anteriores observaciones acerca
de que el equilibrio entre las dos bandas parece estar controlado por la.
fuerza iénica del medio.
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Figura 24 (b)—Cromatografia en Sephadex G-100 de la fraccién que precipita
entre 1y 1,3 volimenes de acetona. Eluyente, tampén fosfato pH 6,3, 1 M.
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IV. 3.3. METODO DE PURIFICACION

En vista de los resultados obtenidos en las experiencias previas que
se han descrito anteriormente, se consideré como método mas adecuado
para la purificacién del enzima el siguiente:

(1) Extraccién con 10 volimenes de acetona; el polvo resultante
puede ser almacenado en un congelador a —15° C. al menos durante tres
meses sin pérdida apreciable de actividad.

(2) Obtencién de un extracto del polvo aceténico en cuatro voliime-
nes de agua destilada fria (0 — 4° C).

(3) Adicién al extracto de un volumen de acetona a —15°C y cen-,
trifugacién a 12.000 X g durante 10 minutos en una cenirifuga refrige-

TABLA XXV
Purificacion de la diacetilo reductasa a partir de 1 Kg. de higado de
ternera (actividad especifica de su extracto acuoso 1/10 : 2,5 nmoles re-
ducidos /min.).

Etapa Proteina  Actividad !  Activ.!  Purificacién  Rendi-
total total mgr. de 2) miento (%)
(mgrs.) proteina

Extracto acuoso

(1/4) de polvo

aceténico 36.000 200.000 55 2,2 100
Precipitado

entre 1 - 1,3 vola-

menes acetona 260 44..000 170 60 22

Extrac. acuoso del
liof. de la frac-

cién aceténica

1-1,3 vol. 180 36.000 200 80 18
Cromatografiado
en DEAE - 22 12 7440 620 250 3.7

! En nmoles de diacetilo reducidos por minuto.
2 Relativa a la del extracto acuoso del tejido original.
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rada. Filtracién del sobrenadante a través de dos capas de papel de filtro
hasta que quede perfectamente transparente, adicién de mas acetona hasta
elevar la concentracién de ésta en el medio a 1,3 voliimenes por volumen
de extracto original y recogida del precipitado por centrifugacién. El
precipitado puede ser liofilizado y almacenado en un desecador a —15° C;
en estas condiciones la actividad es estable al menos durante un mes.

(4) Cromatografia en DEAE - 22—Fl liofilizado se suspende en unos
10 voltimenes de tampén fosfato bisédico monopotasico 0,025 M pH 6,3.

La suspensién se centrifuga a 32.000 X g durante 20 minutos y el sobre-

nadante se cromatografia en una columna de DEAE - 22 utilizando como
eluyente tampén fosfato pH 6,3 0,025 M.

En la tabla 25 se resumen la marcha experimental y los resultados
obtenidos por este procedimiento.

IV. 4. DISCUSION

Los experimentos descritos en este capitulo, junto con el estable-
cimiento de la estequiometria de la reaccién que cataliza (véase capi-
tulo V), demuestran por primera vez la presencia de diacetilo reductasa
en el reino animal. Este enzima parece ser mas abundante entre las aves
que en los mamiferos y en el higado mas que en ningiin otro érgano o
tejido.

Como material de partida para la purificacién de la diacetilo reduc-
tasa se ha elegido el higado de ternera, del que pueden conseguirse con
facilidad los grandes volimenes de muestra que requieren este tipo de pro-
cesos. El procedimiento de purificacién que se ha mostrado maés eficaz
en nuestras manos consta de las siguientes etapas: 1) Preparacién de un
polvo aceténico y de un extracto de éste con cuatro volimenes de agua
destilada. 2) Fraccionamiento del extracto por precipitacién con aceto-
na, recogiendo y liofilizando la fraccién que precipita entre 1 y 1,3 vo-
limenes de ésta/vol. de medio. 3) Extraccién del liofilizado con 10 vold-
menes de agua y cromatografia en DEAE - 22. Este procedimiento permite
multiplicar la actividad especifica por un factor de 250 con un rendimiento
neto en torno al 4 por ciento respecto a los extractos acuosos (1/10) de
higado.

Se han ensayado otros métodos de extraccién y fraccionamiento. La
actividad diacetilo reductasa se extrae ficilmente con agua, pero es poco
estable en los extractos acuosos brutos. La extraccién con acetona es tan
eficaz como la acuosa, con la ventaja de que la actividad en el polvo ace-
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ténico resultante, almacenado a — 15° C., es estable al menos durante
tres meses; ademds, la extraccién acuosa del polvo aceténico logra activi-
dades especificas que duplican aproximadamente a las de los extractos
acuosos directos, sin duda a causa de que buena parte de las proteinas
tisulares extractibles con agua son insolubilizadas por el tratamiento
con acetona.

A diferencia de loque ocurre con los extractos microbianos (STRECKER
y Harary, 1954), la precipitacién con sulfato de protamina, que suele
utilizarse para la eliminacién de los dcidos nucléicos y proteinas acidas
(en razén de la gran basicidad de las protaminas), carece de utilidad para
la purificacién de la diacetilo reductasa en los extractos acuosos de polvo
aceténico. Tampoco resulta eficaz la acidificacién de estos extractos, pues-
to que el enzima comienza a precipitar a niveles de pH préximos a 5, antes
de que lo haga la mayor parte de la proteina no activa.

* Los resultados obtenidos en los fraccionamientos con sulfato aménico
muestran que la diacetilo reductasa precipita en su mayor parte entre el
40 y el 70 por ciento de saturacién, cifras que se asemejan bastante a las
que dan STRECKER y HARARY (1954) para el enzima de origen bacteriano
en exiractos de Staphylococcus aureus y BRYN y col. (1971) para los de
Aerobacter aerogenes. La precipitacién fraccionada de los extractos acuo-
sos de polvo aceténico permitiria multiplicar por 1,4 la actividad especi-
fica con recuperaciones de actividad total entre un 65 y un 70 por ciento,
recogiendo la fraccién que precipita entre el 50 y el 80 por ciento de satura-
cién; aplicada esta técnica sobre preparaciones parcialmente purificadas
por precipilacién con acetona, podria multiplicarse la actividad especi-
fica por 1,3 con un rendimiento del orden del 75 por ciento en la fraccién
que se recoge entre el 40 y el 60 por ciento de saturacién. En el método de
purificacién propuesto no se ha intercalado esta etapa por la necesidad
de dializar las muestras antes de aplicarlas a las columnas de DEAE y la
imposibilidad de efectuar esta dialisis sin pérdida de actividad, a menos
que se utilice como agente dializante tampén fosfato pH 6,1 0,5 M.
(véase capitulo V) lo que, naturalmente, no resuelve el problema.

La adsorcién en gel de fosfato célcico sélo podria ser 1itil para la puri-
ficacién de nuestras preparaciones haciendo uso del hecho de que una
parte (relativamente pequefia) de la proteina se adsorbe antes que la dia-
cetilo reductasa. La recuperacién de la actividad adsorbida exigiria el
empleo de un medio con una fuerza ignica muy alta que harfa, una vez
mds, imprescindible la didlisis antes del paso por DEAE.
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La cromatografia de filtracién molecular en Sephadex G-100 ha
mostrado ser menos eficaz como técnica de purificacién de la diacetilo
reductasa que la de intercambio iénico en DEAE - 22. Sin embargo ha
permitido efectuar algunos estudios con respecto al tamafio molecular del
enzima: los resultados obtenidos utilizando como eluyente tampén fos-
fato pH 6,1 0,5 M., donde se observa que la actividad se eluye en dos ban-
das a las que corresponden pesos moleculares (calculados por comparacién
con proteinas de peso molecular conocido) de 26.000 y 76.000, y el hecho
de que la proporcién relativa de las mismas cambie con la fuerza i6nica
del eluyente, sugieren que la diacetilo reductasa de higado de ternera se
encuenira en dos estados de asociacién al menos, un mondémetro y un
trimero, cuyo .equilibrio viene gobernado por la fuerza iénica del medio.

CAPITULO V

NATURALEZA DE LA REACCION CATALIZADA:
ESTEQUIOMETRIA, ESPECIFICIDAD DE SUBSTRATOS Y
NECESIDAD DE COFACTORES

V. 1. INTRODUCCION.

Es norma general en Enzimologia que para probar que la ecuacién
cinética que describe una reaccién representa el mecanismo que realmente
opera, es condicién indispensable que sea la tnica que lo explica. Hasta
el momento se conocen dos reacciones enzimaticas que conducen a la pro-
duccién de acetoina a partir del diacetilo:

La primera de éstas fue puesta de manifiesto en el misculo pectoral y
otros tejidos del palomo y conejo por GREEN y col. (1947), que la atribu-
yeron a la actuacién de una diacetilo mutasa posteriormente identificada
por SCHWEET y col. (1951) y Juni y HEym (1956) con la piruvato oxidasa.
Este enzima cataliza diversas reacciones de condensacién aciléica, entre
ellas la que da lugar a la sintesis de acetatolactato a partir del piruvato y
la dismutacién del diacetilo a 4cido acético y acetoina o diacetilmetil-
carbinol, utilizando como coenzima pirofosfato de tiamina y como cofac-
lores iones metdlicos divalentes.

La estequiometria de esta reaccién es la siguiente (Ec. V. 1):
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(Ec. V.1).
CH;- (CO)2 -CH; + TPP + H,O — CH3-COH-TPP + CH;-COOH
(diacetilo) (acetaldehido activado) (a. acético)
CH;3-COH + TPP
v \/
diacetilmetilcarbinol acetoina

El diacetilo puede también reducirse enzimdticamente a acetoina
mediante la actuacién de la diacetilo reductasa (Acetoina : NAD oxido-
reductasa E. C. 1. 1. 1. 5), un enzima descrito por STRECKER y HARARY
(1954) en Aerobacter aerogenes que estd ampliamente difundido entre
las bacterias (SEITZ y col., 1963 b). La diacetilo reductasa es NADH de-
pendiente, no precisa cofactores (SEITZ y col., 1963 a) y se muestra fun-
damentalmente irreversible en su funcionamiento (STRECKER y HARARY,
1954; Serrz y col., 1963; SPEckMAN y CoLLINS, 1968 b), aun cuando los
datos en sentido contrario obtenidos por SEBECK y RanpLEs (1952) en
bacterias de género Pseudomonas capaces de utilizar el butilénglicol
como tnica fuente de energia han suscitado cierta controversia al res-
pecto.

Esta reaccién viene descrita por la ecuacién:

(Ec. V. 2)
CH3 - (CO)2 - CH; + NADH,

CH3-CHOH-CO-CH3 + NAD

Los resultados de nuestras experiencias previas mostraron que la
desparicién de diacetilo iba acompafiada por la oxidacién concomitante
de NADH a NAD, apuntando claramente hacia la intervencién de una
diacetilo reductasa. Sin embargo, existen otros esquemas teéricos a los
que podria corresponder esta situacién, por lo que se consideré imprescin-
dible establecer la estequiometria de la reaccién. En el presente capitulo
se recogen también otros estudios relacionados con la misma, tales como
el funcionamiento de la reaccién en el sentido acetoina-diacetilo, la espe-
cificidad de substratos y la participacién de cofactores.
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V.2. MATERIAL Y METODOS.

Didlists.
Se llevaron a cabo a 0-4° C en cémara frigorifica. Como membrana
semipermeable se empleé tubo de celofan «Visking».

Determinacion de acetoina, diacetiloy NADH

Para las determinaciones de acetoina se utilizé la técnica de WEs-
TERFELD y para las de diacetilo la de OwaDEs y Jakovac (véase capitu-
lo IT). El NADH fue determinado espectrofotométricamente por su extin-
cién a 340 my, utilizando como coeficiente de extincién molar § =6.220.

Determinacion de actividades enzimdticas.
Diacetilo reductasa.

Fue determinada mediante la técnica espectrofotométrica descrita
en la metodologia general.

NADH deshidrogenasa inespecifica.

Se efectué espectrofotométricamente, siguiendo a lo largo del tiempo
los cambios en la absorbancia a 340 my . El sistema de anélisis estableci-
do fue el siguiente:

Cubeta referencia: Tampén fosfato bisédico monopotésico pH 6,1
0,05 M., NADH 0,6 gt moles, preparacién enzimatica. Volumen final: 3 mls.

Cubeta muestra: Como la anterior, omitiendo la preparacién.

Butilénglicol deshidrogenasa.

La reduccién de acetoina a butilénglicol fue estimada mediante el
anélisis espectrofotométrico de la oxidacién concomitante del NADH a
NAD. Con el fin de descontar la actividad NADH-deshidrogenasa inespe-
cifica se empled la siguiente técnica:

Cubeta referencia: Tampén fosfato bisédico monopotasico 0,05 M.
pH 6,1; NADH 0,6 gt moles; acetoina, 12 ' gmoles; preparacién enzima-
tica. Volumen 3 mls.

Cubeta muestra: Como la anterior, omitiendo la acetoina.

— 227 —



Determinaciones manométricas.

Las constantes de los sistemas matraz-manémetro se calcularon a partir
de la férmula:

(Ec. V. 3)
V, (273/T) + Vg a

K=

P

(o)

siendo T la temperatura de ensayo en grados Kelvin, V¢ el volumen de
la fase liquida (3 mls.), u la constante de solubilidad a la temperatura de
ensayo del gas que se mide y P, la presién normal en milimetros del liquido
de Brodie (10.000). V g , el volumen de la fase gaseosa, se calcul6 des-
conlando el volumen de la fase liquida al volumen total, determinado por
el método del peso de mercurio hasta la divisién 150 mm. del manémetro.

El consumo de oxigeno y la produccién de anhidrido carbénico se
midieron por el «método directo». La produccién de 4cido se determiné
a parlir del anhidrido carbénico liberado tamponando el medio de anali-
sis con un buffer de bicarbonato sédico.

V.3 RESULTADOS.
V. 3.1. ESTEQUIOMETRIA
3.1.1. Experiencias previas.

Actividad NADH oxidasa y butilénglicol deshidrogenasa en las pre-
paraciones de diacetilo reductasa.

El establecimiento de la estequiometria de estél reaccién y la realiza-
cién de algunos de los estudios cinéticos proyectados requieren que las
preparaciones enzimaticas estén exentas de actividad NADH oxidasa y
butilénglicol deshidrogenasa que podrian alterar notablemente los resul-
tados. Se considerd, por lo tanto, conveniente comprobar la evolucién de

las citadas actividades en las distintas etapas de purificacién, con cuyo’

objeto se obtuvieron las siguientes suspensiones enzimaticas:

Extracto acuoso de higado de ternera: en un homogeneizador de
cuchillas «M. S. E.» se trituraron, mediante cinco golpes de 30 segundos
con intervalos de otros 30 segundos de reposo, 10 grs. de higado de terne-
ra, procedentes de un animal recién sacrificado, en 100 mls. de agua des-
tilada fria (0 — 4° C.). Durante la trituracién las muestras fueron refrige-
radas sumergiendo el vaso del homogeneizador en una salmuera a —3° C.
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Los triturados fueron centrifugados a 12.000 X g durante 10 minu-
tos en una centrifuga Spinco L - 50 refrigerada.

Extracto acuoso de polvo aceténico: Se preparé6 un extracto en
4 voltimenes de agua destilada fria como se ha descrito en el capitulo IV.
Centrifugacién: 12.000 X g. durante 10 minutos. El depésito fue des-
cartado. ]

Suspensién de liofilizado de la fraccién aceténica 1 — 1,3 : 4 mgrs.
de liofilizado por mililitro de agua destilada.

Cromatografiado en DEAE —22:1 mgr./ml. de agua destilada.

TABLA XXVI
Actividad NADH deshidrogenasa inespecifica y butilénglicol deshi-
drogenasa en preparaciones de las diferentes etapas de purificacion.

9% respecto a la actividad

Actividad! / 05 mls. preparacion diacetilo reductasa.
Preparacién

Diacetilo NADH Butiléngli- NADH Butiléngli-

reductasa desh. col desh. desh. col desh.
Ext. acuoso de hi-
gado (1/10) 20 5 2 25 10
Ext. acuoso de pol-
vo aceténico
(1/4) 50 75 5 15 10
Suspensién del
liof. fraccién prec.
1-1,3 vol. acet.
(4 mgr. /ml.) 280 -() -() 0 0
Sol. acuosa del cro-
matograf. en
DEAE-22
(1 mgr/ml) 320 -() -() 0 0

1 En nmoles de NADH oxidados por minuto.
() Se registré la actividad durante 10 minutos sin que pudiera apreciarse ningiin
cambio significativo en la absorbancia.
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En 0,5 mls. de estas preparaciones se determinaron las actividades
NADH oxidasa, butilénglicol deshidrogenasa y dicetilo reductasa.

Los resultados obtenidos, que se recogen en la tabla 26, muestran
que las actividades butilénglicol deshidrogenasa y NADH oxidasa,
proporcionalmente importantes en los extractos de las etapas iniciales de
la purificacién, han sido eliminadas en la fraccién que precipita entre
1y 1,3 volimenes de acetona y en el cromatografiado en DEAE-22.

Consumo de oxigeno, produccién de gas y de dcidos.

El posible consumo de oxigeno y la produccién de 4cidos y de gas
durante la reaccién se determiné manométricamente en un respirémetro
de Warburg. Con este fin se mezclaron, en un matraz de Warburg cerrado y
conectado a un barémetro, todos los reaccionantes en tampén fosfato
0,05 M. pH 6,1 (tampén bicarbonato pH 6,1 para las determinaciones de
produccién de 4cidos), registrandose los cambios de presién en el interior
del respirémetro durante 30 minutos. En las muestras destinadas a medir
el consumo de oxigeno se dispuso en el pocillo central un trozo de papel
de filtro de 2 X 2,5 cm. de didmetro convenientemente plegado e im-
pregnado con 0,2 mls. de sosa al 40 % , para absorber el anhidrido car-
bénico que podria ser producido.

Se prepararon soluciones acuosas de diacetilo (24 jmoles/ml.),
NADH (7 pmoles/ml.), NaOH al 40 %, tampén fosfato bisédico mono-
potasico pH 6,1 y tampdn bicarbonato, que fueron pipetados en los reci-
pientes principales y pocillos centrales de 12 matraces de Warburg en las can-
tidades adecuadas para dar las concentraciones que figuran en la tabla 27.

En el sistema se incluy6 también un termobarémetro para evitar el
posible error debido a las variaciones de presién atmosférica o a las fluc-
tuaciones de la temperatura el bafio y, puesto que el hipotético cambio ga-
seoso podria ser independiente de la oxidacién del NADH, dos muestras
en que se omite éste para cada una de las determinaciones.

A cada uno de los recipientes laterales se transfirieron 0,5 mls. de una
suspensién de 30 mgrs. de liofilizado de la fraccién aceténica 1 — 1,3 en
10 mls. de agua destilada fria. Inmediatamente después se cerraron los
compartimentos laterales con sus respectivos tubos previamente engrasa-
dos y los matraces se conectaron a sus correspondientes manémetros,
siendo a continuacién sumergidos en el bafio del aparato de Warburg. La
lemperatura se regul6 a 25° C. y la agitacién a 145 golpes por minuto.
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TABLA XXVII

Hoja de protocolo para la determinacién del consumo de oxigeno y la pro-

duccién de anhidrido carbénico y de dcidos.
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2 Preparacién enzimdtica: 30 mgrs. de liofilizado de la fraccién acetdnica en 10 mls. de

1 Calculado para dar esa molaridad después de mezclar con el recipiente lateral.
agua destilada.

3 Calculado para dar ese pH después de mezclar con el recipiente lateral.



Las muestras se mantuvieron asi durante 10 minutos para conseguir
el equilibrio de las fases, transcurridos los cuales se mezclé el contenido
del recipiente lateral con el del compartimento principal, anotdndose a
partir de este momento los niveles alcanzados por las columnas externas
de todos los manémetros a intervalos de 3 minutos durante media hora, al
término de cuyo periodo se suspendieron las lecturas.

Los datos obtenidos pusieron de manifiesto que no hubo consumo de
oxigeno ni produccién de gas ni de icido durante los analisis, tanto en au-
sencia como en presencia de NADH. Estos resultados podrian ser debidos
a que la reaccién no hubiese tenido lugar o a que fuese tan lenta que no
pudiera ser detectada manométricamente; con objeto de comprobar este
extremo se determiné el NADH residual en las muestras que lo contenian
inicialmente, resultando ser, por término medio, 1,1 pmoles en las mues-
tras con tampén fosfato y 1,7 pmoles en las que contenian tampén bicar-
bonato sobre 3,5 p moles puestos.

3.1.2. Reduccion del diacetilo, oxidacién del NADH y produccién de

acetoina.

Se obtuvo una solucién de diacetilo cuya concentracién exacta se
determiné por el método de OWADES y JaKovac, resultando ser de 8,6
- moles en 30 mis. de tampén fosfato 0,1 M. pH 6,1, y otra de NADH a
la misma molaridad (calculada por su extincién a 340 m it) que la de dia-
cetilo. Como preparacién enzimética se utiliz6, dada la necesidad de que
las muestras careciesen de actividad NADH deshidrogenasa y butilén-
glicol deshidrogenasa, un liofilizado de la fraccién proteica que precipita
entre 1 y 1,3 voliimenes de acetona.

En 30 mls. de la solucién de NADH se suspendieron 20 mgrs. de lio-
filizado. La suspensién fue vertida en un frasco de vidrio de 100 mls. de
capacidad, al que se transfirieron a continuacién 30 mls. de la solucién
de diacetilo. Inmediatamente después se cerré con un tapén de goma fa-
cilmente perforable, se sumergié en un bafio termostatico a 25° C. y se
anoté el tiempo. ‘

A lo largo del experimento se tomaron con una jeringa varias mues-
tras de 2 mls., en uno de los cuales se determiné la concentracién de NADH
y en el otro la de diacetilo por la técnica de OWADES y JKovAc, sin desti-
lacién previa (véase metodologia general); este método, muy especifico,
no es sensible a la acetoina incluso a niveles superiores a 10 gmoles/ml.,
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como quedé establecido en el capitulo III, lo que permitié seguir la
transformacién de diacetilo durante la reaccién sin interferencias. Los
anélisis del NADH se efectuaron por su extincién a 340 m ¢ ; a esta lon-
gitud de onda y a las concentraciones utilizadas en esta experiencia, prac-
ticamente no absorben la acetoina ni el diacetilo.

Al cabo de 120 minutos se habian consumido ya todo el diacetilo y
todo el NADH. Se suspendi6 entonces la incubacién y, en una alicuota
del residuo, se determind la acetoina presente por el método de WESTERFELD,
comparando las lecturas con las correspondientes a dos patrones internos
de composicién conocida.

En la tabla 27 y figura 24 se resumen los resultados obtenidos, mos-
trando el paralelismo existente entre la oxidacién del NADH, la reduc-
cién del diacetilo y la produccién de acetoina; por cada mol de diacetilo
reducido se oxida uno de NADH y se produce uno de acetoina.

Esta estequiometria coincide exactamente con la que corresponde a
la diacetilo reductasa (Ec. V. 2.).

TABLA XXVII

Estequiometria de la reaccién: reduccién del diacetilo, oxidacién del
NADH y produccién de acetoina.

Tiempo jtmoles de {tmoles de NADH timoles de
(minutos) diacetilo oxidados acetoina
reducidos producidos
7 15 1,6 No determinados
11 ) 2,1 21 - »
17 3.4 3.4 »
40 6,1 6 »
72 77 76 »
90 8,2 82 »
100 8,6 8,6 8,6

Condiciones de ensayo: Volumen total, 60 mls.; temperatura, 25° C.; pH 6,1
(tampén fosfato bisédico-monopotédsico 0,05 M.); preparacién, 20 mgrs. de liofili-
zado de la fraccién aceténica 1-1,3.
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NADH OXIDADO (/UMDLES)
D
1

e
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Figura 25—Representacién gréﬁca' de la reduccién del diacetilo y la oxidacién

del NADH en funcién del tiempo.
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3.1.3. Reversibilidad.

La reduccién enzimatica del diacetilo por las preparaciones de dia-
cetilo reductasa de origen bacteriano ha sido descrita como un proceso
reversible por unos autores e irreversible por otros. En el experimento
anterior los dos substratos se consumieron totalmente, comportamiento
que es el que corresponde a un sistema irreversible. Sin embargo cabia
la posibilidad de que, siendo reversible, el equilibrio estuviese muy des-
plazado en el sentido de los productos de la reaccién descrita por la ecua-
cién V. 2, por lo que se decidié comprobar si el sistema podia operar en
sentido inverso y en que condiciones de concentracién de acetoina y NAD.

Se establecié para ello el siguiente esquema experimental, basado en
el incremento de la absorbancia a 340 my que produce la reduccién del
NAD a NADH:

Cubeta muestra: 0,5 mls. de preparacién enzimitica (unos 2 mgrs.
de liofilizado aceténico/ml. de agua destilada); tampén fosfato 0,05 M.
pH 6,1; acetoina y NAD variables (véase tabla 28). Volumen, 3 mls.

Cubeta referencia: Como la anterior, omitiendo la acetoina.

TABLA XXVIII

Reversibilidad de la reaccion.

Mezcla de reaccion

nmoles de NAD
Acetoina NAD reducidos por minuto.
{ -moles) it moles)
12 0,6 0
120 0,6 0
12 6 0
120 6 0
12 12 0
120 12 0
360 30 2
720 30 3

Condiciones de ensayo:;Temperatura, 25°C.; pH 6,1 en tampén fosfato 0,05 M.
La actividad en el sentido diacetilo-acetoina en el mismo volumen (0,5 mls.) de

la preparacién fue de 129 nmoles de diacetilo reducidos /min.
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En la experiencia se incluy6 también un testigo mediante la determi-
nacién, por la técnica habitual, de la actividad en el sentido diacetilo-ace-
toina.

Como se recoge en la tabla 28, solamente en los ensayos efectuados a
concentraciones muy elevadas de NAD y acetoina pudo registrarse un li-
gero cambio en la absorbancia a 340 mp , por otra parte tan pequefo
que no podia ser considerado como prueba evidente de la existencia de
actividad. Con objeto de aclarar este extremo, se incubé a 25° C. una
muestra con 0,5 mls. de suspensién enzimaética, tampén fosfato 0,05 M.
pH 6,1, 30 p.inoles de NAD y 720 pinoles de acetoina, en un volumen de
3 mls., durante 12 horas. Transcurrido este tiempo se determiné el diace-
tilo presente en ésta por el método de OWADES y JaKovac, con resultado
negativo.

V. 3.2. ESPECIFICIDAD DE SUBSTRATOS

Se ha estudiado la especificidad de substratos sustituyendo el dia-
cetilo y el NADH por otras sustancias quimicas o biolégicamente préxi-
mas. La velocidad de la reaccién con los distintos substratos se determiné
siguiendo espectrofotométricamente a 340 my. la oxidacién de los piridin-
nucleétidos utilizados como donadores de hidrégeno. Para ello se estable-
cié el siguiente sistema de anlisis:

Cubeta referencia: Tampén fosfato bisédico-monopotésico 0,05 M.
pH 6,1; coenzima, 0,6 wmoles; substrato, 12 pmoles; preparacién enzi-
maética 0,5 mls. de una suspensién en agua destilada de liofilizado de la
fraccién proteica que precipita entre 1 y 1,3 voltimenes de acetona (unos
3 mgrs./ml.). Volumen total, 3 mls.

Cubeta muestra: Como la anterior, omitiendo la preparacién.

Los resultados obtenidos, que figuran en la tabla 29, ponen de mani-
fiesto que el diacetilo no es reemplazable como substrato por ningiin otro
de los ensayados, pero si el NADH, que pudo ser substituido por el
NADPH. '

En vista de ello se comprobé (mediante la técnica espectrofotomé-
trica descrita en el apartado 3.1.3. de este capitulo) la reversibilidad de
la reaccién utilizando NADP (30 jimoles) en lugar de NAD y con una
concentracién de acetoina de 720 pmoles en los 3 mls. de muestra. Como
en el caso anterior, se aprecié cierto cambio en la absorbancia a 340 m .,
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TABLA XXIX
Especificidad de substratos.

Actividad
(nmoles de coen-
zima oxidados /min.) en

Mezcla de reaccién

Substrato 1 Coenzima 2 0,5 mls. de preparacién
Diacetilo NADH 152,8
Acetona » 0
Dietilcetona » 0
Hexanodiona » 0
Piruvato » 0
Oxaloacetato » 0
« -cetoglutarato » 0
Acetato » 0
Diacetilo NADPH 173.4

1 12 p.moles en 3 mis. de mezcla de reaccion.
206 p moles en 3 mls. de mezcla.

Como preparacién enzimética se utilizé una suspensién de liofilizado de la fraccién
que precipita entre 1 y 1,3 volimenes de acetona (unos 3 miligramos de liofilizado
por ml. de agua destilada).

pero las determinaciones de diacetilo en la mezcla de reaccién tras 12 ho-
ras de incubacién a 25° C. dieron nuevamente resultados negativos.

V-3.3. PARTICIPACION DE COFACTORES.

Se conocen una gran variedad de reacciones enzimaticas activadas
por iones metalicos, entre ellas la mayor parte de las condensaciones, que
suelen requerir iones magnesio y manganeso, y un buen niimero de oxi-
doreducciones catalizadas por enzimas dependientes del NAD, como la
lactato deshidrogenasa y la alcohol deshidrogenasa, que utilizan el cinc
como activador. Seitz y CoL. (1963a) han sefialado que en la reduccién
del diacetilo por la diacetilo reductasa de origen bacteriano no participan
iones metélicos como cofactores; sin embargo existe la posibilidad de que
el enzima de origen animal siga otros mecanismos.
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Influencia de diversos quelantes sobre la actividad diacetilo-re-
ductasa.

Los efectos de los quelantes sobre la actividad diacetilo-reductasa fue-
ron estudiados como sigue:

Se preparé una suspensién de liofilizado aceténico en tampén fos-
fato pH 6,1 0,1 M. (0,5 miligramos/ml.) de la que se pipetaron peri6di-
camente fracciones de 1,5 mls. en tubos de ensayo que contenian 0,5 mls.
de una solucién de diacetilo en agua destilada (24 pmoles/ml.) y otros
0,5 mls. de una solucién 6 X 10-3 M. de uno de los siguientes quelantes:
EDTA, 4cido salicilico, pirofosfato sédico, tiourea, cupferrén y écido
oxalico. Cada una de las muestras fue mantenida durante 10 minutos en
un bafio de hielo, transcurridos los cuales se afiadieron 0,6 ymoles de
NADH en 0,5 mls. de agua destilada y se determiné espectrofotométrica-
mente la actividad diacetilo reductasa. Durante la experiencia se efectua-
ron tres controles, que sufrieron idéntico tratamiento, en los que la solu-
cién quelante fue sustituida por 0,5 mls. de agua destilada.

Excepto en el caso del 4cido salicilico, que inhibe la reaccién en
casi un 40 %, no se observé, a las concentraciones utilizadas, ningiin efec-
to significativo de los demés quelantes sobre la actividad diacetio reduc-
tasa (labla 30).

TABLA XXX
Influencia del EDTA, dcido salicilico, pirofosfato sédico, tiourea,
cupferrén y dcido oxdlico sobre la actividad diacetilo reductasa.l

Actividad diacetilo
reductasa en % de la actividad
nmoles control
reducidos /minuto

Control 69,5 —

EDTA 70 100,7
Acido salicilico 42,5 61,5
Pirofosfato sédico 64,3 92,5
Acido oxélico 67,6 97,1
Cupferrén 73,7 106

Tiourea 72,2 103,8

t Concentracién de quelante en el ensayo 10-3 M.
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Efectos de la didlisis.

Experimento 1.

Se prepar6 un extracto acuoso de polvo aceténico en 4 voldimenes
de agua destilada fria. Tres mililitros de este extracto se transfirieron a un
tubo «Visking», cuyos extremos se cerraron con dos trozos de bramante
ordinario, y se dializaron en una cdmara frigorifica a 0 — 4° C. contra 20
volimenes de agua destilada durante 4 horas; al término de este periodo
se retir6 el liquido de dialisis —que se concentré a vacio hasta unos 2 mls.—
y fue sustituido por otros 100 voléimenes de agua destilada contra los que
continué el intercambio durante 20 horas mas. Otros dos mls. de suspen-
si6n enzimdtica fueron utilizados como testigo y se conservaron durante
todo el experimento en las mismas condiciones de temperatura que la
muestra.

Cuando se dié por finalizada la dialisis, se ensayé la actividad dia-
cetilo reductasa en 0,5 mls. de dializado y en la misma cantidad de la prepa-
racién testigo, lo que puso de manifiesto una pérdida de actividad de apro-
ximadamente un 40 % en la muesira sometida a diélisis. Se intent6 re-
cuperar la actividad afiadiendo a la mezcla de reaccién 1 ml. de dializante
concentrado, con el resultado de que la pérdida fue atin mayor: alrede-
dor de un 52 %.

Se pensé entonces que podria existir algtin inhibidor en el bramante
utilizado para cerrar los tubos de diélisis. Con objeto de determinar la
cuantia de esta hipotética inhibicién se dejé6 macerar durante una noche
en 10 mls. de agua destilada un trozo de éste de tamafio parecido al del
usado en la experiencia descrita; se ensayé la actividad diacetilo reduc-
tasa en 0,5 mls. de un extracto acuoso de polvo aceténico recién preparado
y se repiti6 el andlisis en presencia de 1 ml. del extracto. Se aprecié de
este modo un descenso en la velocidad de reaccién en torno a un 16 %,
suficiente para explicar la pérdida de actividad al afiadir el concentrado
del primer cambio de dializante, pero que no justificaba la de la muestra
sometida a diélisis.

Experimento 2.

Estos resultados hicieron pensar que la pérdida de actividad podria
ser debida a la inactivacién del enzima durante la diélisis, por lo que se
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deeldié ansnyor como dlallzantes otros agontos que pudioran dorle mayor
estabilidad,

Con este objeto se prepararon sicle muestras do 5 mls. de un extracto
acuoso de polve acelénico en 4 voltimenes de agua destilada, de las que
una fue utilizada como testigo y las otras seis dializadas, en las mismas con-
diciones que en ¢l experimento anterior, contra uno de los siguientes me-
dios: agua destilada, tampén fosfato bisédico monopotisico pH 6,1
005 M., 02 M. y 0,5 M., tampén fosfato 0,05 M. pH 6,1 con cisteina
1 X 10-3 M y glutatién reducido 1 X 10-3 M. Al términe de la didlisis
se¢ midieron los volimenes de los dializados y se analizé la actividad dia-
celilo reductasa, con los resultados que se recogen en la tabla 31.

Como en el caso anterior se aprecié una fuerte pérdida de aclividad
en ¢l dializado contra agua. De los demds dializantes ensayados, el tam-
pén fosfalo 0,5 M. resultd ser el mds protector, con una pérdida que pnede

TABLA XXX1
Efectos de la didlisis! frente a agua, glutation 10-3 M., tampén fosfato
pH 6,1 005,02 y 0,5 M. y cisteina 10-3 M. en tampén fosfate pH 6,1
0.05 M., sobre la actividad diacetilo reductasa.

Actividad total
Dializade contra: enlamuestra % de pérdida de actividad
( junmoles dinc. respecto al testigo
redue./min.)

Agua destilada 1554 45,5
Glutatién 10-3 M. 0 100
Tampén fosfato

pH 6,1 0,05 M. 1746 38,8
Tampén fosfato

pH 6,1 0,2 M. 2202 22,8
Tampén fosfato

pH 6,1. 0,5 M. - 2739 4

Cisteina 10-3 M.
en T. fosfato

pH 6,1 0,05M. 168 41,1
Testigo 285 —

t Las didlisis se efeciuaron durante 4 horas contra 20 voliimenes y 20 horas més
conira 100 voliimenes, en cdmara frigorifica a 0-4° C,
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ser constdorndn nuln puesto quo eno donlro dol murgon do orvor dol
método,

V. 4. DISCUSION

Los resultados obtenidos demuestran que no existe intercambio ga-
seoso ni produccién de dcidos durante la reaccién y que por cada mol do
diacetilo reducido se oxida uno de NADIH y se produce uno de acctoinn.
La tinica posibilidad, y muy remota, de que cstos resullados pudiesen
corresponder a la dismutacién del diacetilo por la piruvato oxidasn serfn
que el 4cido acélico liberado en la primera fase de la reaccién fueso trans.
formado ripidamente y en su lolalidad a acetaldchido mediante la inter-
vencién de la acelato deshidrogenasa dependiente del NADH y que todo
el aldehido acético producido reaccionase con el acelaldehido activado
para dar acetoina, con lo que la cstequiomeiria, gobalmente considerada,
serfa idéntica a la csperable de la acluacién de una diacetilo reductozn,

(Ec. V. 4)
CH;-(CO)s-CHy + TPP + H;0 —-CH3-COH-TPP -+ CH3.COOIl
CHj-COOH + NADHp —— CH3-COH + Hz0 -+ NAD

CHy-COH-TPP + CH3-COH — CHy-CiIOH-CO-CHy + TPP

El planteamiento expuesto requeriria que las preparaciones tuvieson
una actividad acetato deshidrogenasa tan grande que todo el dcido acé-
lico fuese transformado inmediatamente a acetaldehido, antes de que, en
presencia de tampén bicarbonato, pudiese dar lugar a la liberacién de COa.
Sin embargo, lo datos que se recogen en el apartado V. 3.2, ponen de ma-
nifiesto que no se cumple esla condicién, por otra parie muy diffeil de sos.
tener lcéricamente, puesto que no pudo delectarse actividad acelato des-
hidrogenasa alguna en suspensiones de liofilizados de la fraccién recogida
entre 1 y 1,3 voltimenes de acctona similares a las que se utilizaron en ol
establecimiento de las relaciones entre el consumo de dincetilo y NADH y
la produccién de acetoina. Por lo tanto sc descarta totalmente la inter-
vencién del sistema diacetilo mutasa, con lo que la estequiometrin de ln
reccién Ginicamente puede corresponder a la de la catalizada por la dia-
cetilo reductasa (Ec. V. 2},
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El sistema ha mostrado ser irreversible aiin a concentraciones de hasta
0,01 M. respecto al NAD y 0,24 M. respecto a la acetoina. Los ligeros cam-
bios en la absorbancia a 340 mp observados en los ensayos realizados a
concentraciones de substratos muy elevadas han de ser debidos a arte-
factos de la técnica, puesto que, tras 12 horas de incubacién, no pudo de-
tectarse diacetilo alguno en las muestras utilizando el método de Owapes y
Jakovac que es sensible a éste a niveles de hasta 0,05 pmoles. Estos re-
sultados coinciden con los publicados por STRECKER y Harary (1954),
Sertz y Cor. (1963, a) y SPECKMAN y CoLLINS (1968, b) acerca de la dia-
cetilo reductasa de origen bacteriano.

Los enzimas varfan ampliamente en su especificidad, no siendo in-
frecuentes los que presentan incluso estereoespecificidad, ni los que pueden
aceptar como substratos un amplio grupo de sustancias més o menos afines.
La diacetilo reductasa es muy especifica con respecto al diacetilo (2-3 bu-
tano-diona) que no puede ser reemplazado, pese a su semejanza estruc-
tural, por la acetona, dietilcetona (pentano-3-ona), acetilacetona (pen-
tano-2-4-diona), hexanodiona (hexano-2-5-diona), piruvato, oxaloace-
tato o « -cetoglutarato. Los requisitos estructurales son pues mucho mds
estrictos que la presencia de un grupo ceténico en la proximidad de otros
metilicos o de dos grupos ceténicos.

Respecto al otro substrato, la diacetilo reductasa es mucho menos exi-
gente y puede utilizar como coenzima tanto el NADH como el NADPH.
En este sentido no ofrece un comportamiento anormal: la L-glutamato
deshidrogenasa y la glucosa deshidrogenasa hepatica tienen la misma ca-
pacidad de utilizar ambos piridin-nucleétidos, aunque en el reino animal
abundan menos estas oxido-reductasas que las especificas para uno de
ellos (véase Dixon y WEBB, 1964).

Los extractos brutos muestran actividad frente a la acetoina como
substrato pero no las preparaciones purificadas, lo que deja claramente
establecido que, en el higado de bévido, la diacetilo reductasa y la butilén-
glicol deshidrogenasa son dos enzimas distintos y separables siguiendo el
método de purificacién empleado en esta tesis.

Entre las bacterias, en cambio, esta dualidad no estd tan clara.
STRECKER y HARARY (1954) obtuvieron preparaciones parcialmente puri-
ficadas de Aerobacter aerogenes en las que la relacién entre las activida-
des diacetilo reductasa y butilénglicol deshidrogenasa variaba ampliamen-
te en las diferentes etapas de la purificacién, lo que interpretaron como
claro indicio de la existencia de dos sistemas enzimaticos distintos. BRYN,
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HETLAND y STORMER (1971) creen haber demostrado lo contrario en el
mismo microorganismo, al comprobar un cociente constante entre ambas
actividades tras haber multiplicado la actividad especifica inicial por un
factor de 124, momento en el que afirman haber obtenido una preparacién
homogénea a juzgar por su comportamiento electroforético. De hecho, el
trabajo de BRYN y col. presenta varias lagunas de consideracién: no han
demostrado, por ejemplo, que la proteina detectada en los electroferogra-
mas posea actividad enzimética y resulta muy dificil de creer que la dia-
cetilo reductasa-butilénglicol deshidrogenasa represente el 0,8 % de la
proteina celular total, como ellos deducen.

Al igual que la diacetilo reductasa de procedencia bacteriana (SErrz y
col, 1963, a) la de higado de ternera no requiere activadores metalicos ni
cofactores dializables adicionales. La pérdida de actividad durante la di4li-
sis en los casos en que se ha detectado, hay que atribuirla a la escasa estabi-
lidad del enzima en disoluciones de baja fuerza iénica (véase capitulo
VII). Tampoco la inhibicién por el 4cido salicilico tiene necesariomente
que interpretarse como indicio de la exigencia de cofactores metdlicos
(cobre o hierro, probablemente); ésto seria dificil de armonizar con la falta
absoluta de actividad inhibidora exhibida por el resto de los agentes de que-
lacién que también complexan el hierro y el cobre (cupferrén, pirofosfato
sédico, 4cido oxalico, EDTA, etc.). De otra parte, es bien sabido que los
efectos inhibidores del acido salicilico suelen ser sumamente complejos,
habiéndose descrito casos, como en la D-aminodcido oxidasa, en los que
inhibe la reaccién por tres mecanismos simultdneos que nada tienen que
ver con su efecto quelante: compitiendo con el enzima, compitiendo con el
substrato y formando complejos con el coenzima.

CAPITULO VI
DISTRIBUCION INTRACELULAR

VI. 1. INTRODUCCION

El conocimiento preciso de las propiedades bioquimicas de un en-
zima incluye el estudio de su localizacién intracelular. La elucidacién del
papel que desempefia en el conjunto de la fisiologia celular exige conocer
si se halla o no ligado a algiin organulo celular y en qué medida.
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Para alcanzar este objetivo suelen utilizarse dos tipos de técnicas: 1)
las histo y citoquimicas, complejas y con frecuencia laboriosas; 2) las de
disrupcién y fraccionamiento celular.

El segundo tipo de técnicas se ha convertido durante los dltimos afios,
tras los trabajos de los pioneros CLAUDE, HOGEBOON, SCHNEIDER, PALADE,
DE Duve y ANDERSON relativos a la separacién centrifuga de los orgénulos,
en una técnica bioquimica standard. En esencia el método consta de dos
etapas: 1) desintegracién mecanica de los tejidos en un homogeneizador
de cuchillas tipo Waring Blendor, ultraturrax, etc., en un homogenizador
de vidrio con émbolo del mismo material o de teflén, o en un mortero
con altimina o arena lavada; 2) centrifugacién y ultracentrifugacién en
un medio de soporte préximo a la isotonicidad, generalmente sacarosa
0,25 M.

La velocidad de sedimentacién es directamente proporcional al cam-
po G, definido en términos relativos a la fuerza centrifuga por la ecuacién

(VI. 1).

(Ec. VL. 1)
k7 2 (r.p.m.)?

3.600

siendo «w» la velocidad angular, «r» la distancia de la particula al eje de
rotacién y «r. p. m.» las revoluciones por minuto a que gira el rotor.

El tiempo necesario para sedimentar una particula esférica desde ka
parte superior a la inferior de un tubo de centrifuga viene dado por la ex-
presion:

(Ec. VI. 2)
9 ljL Rs
t = : el i
2 (wrp)? (dp—d) R
donde «{t » es la viscosidad del medio, «rp» el radio de la particula «dp»
y «d» las densidades de la particula y del medio, respectivamente, y «lg»
y «Rg» las distancias respectivas de la superficie y el fondo del tubo al

eje del rotor.

El tiempo requerido para la sedimentacién de una particula es pues
inversamente proporcional al cuadrado de su radio y a la diferencia entre
su densidad y la del medio.
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En los esquemas de ultracentrifugacién del tipo del que se utiliza
aqui, se eliminan primero los residuos celulares y células no rotas, luego
los niicleos, que son muy densos y las particulas de mayor tamafio, segui-
dos de mitocondrias y lisosomas, microsomas (fragmentos de los reticulos
liso y rugoso) y ribosomas libres.

El esquema especifico de un fraccionamiento celular para un deter-
minado tejido de una especie no es siempre valido para otro tejido o el mis-
mo tejido de una especie muy alejada de aquella para la que se disefié el
esquema inicial, porque sus orgénulos pueden no tener la misma densidad
ni igual tamafio. La aplicacién de un determinado esquema de fracciona-
miento a un nuevo tipo de tejido o en una especie en la que este esquema
no ha sido suficientemente comprobado debe ir acompafado de la deter-
minacién en las fracciones aisladas de los llamados enzimas o sustancias
marcadoras, para las que ya ha sido demostrada su localizacién definitiva
en un tipo concreto de particula. Cada fraccién obtenida queda asi defi-
nida e identificada en términos bioquimicos.

En las experiencias descritas en este capitulo se pretendié averiguar
la localizacién intracelular de la diacetilo reductasa en higado de terne-
ra e higado de paloma aplicando una técnica de fraccionamiento por ul-
tracentrifugacién.

VI. 2. MATERIAL Y METODOS

Obtencién de fracciones subcelulares de higado de ternera y paloma.

Las fracciones subcelulares fueron obtenidas por un procedimiento
basado en el descrito por MAHLER y CORDEs (1968); los lisosomas se sepa-
raron de la fraccién mitocondrial siguiendo la técnica de Wane (1969).

Las muestras de higado se obtuvieron de animales recién sacrificados,
siendo mantenidas en hielo durante el breve espacio de tiempo transcurri-
do entre la muerte del animal y la obtencién de los homogeneizados tisula-
res y sometidas a la siguiente marcha experimental :

Se trituraron, con una picadura de husillo «Elma n.° 0», entre 20 y
100 grs. de higado convenientemente decapsulado; el triturado fue homo-
geneizado en un Potter —Elvehjem en presencia de tres volimenes de una
solucién 0,32 M. en sacarosa, 0,02 M. en tris— clorhidrico pH 7,5y 3 mM.
en Cl;Mg. El homogeneizado se filiré a través de tres capas de gasa y cada
12,5 mls. del filtrado se diluyeron a 20 mls. con sacarosa 0,25 M. Todas
estas operaciones se realizaron en una cdmara frigorifica a 0 — 4.° C.
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El homogeneizado fue centrifugado en una ultracentrifuga «Spinco
L - 50» segiin el esquema de la figura 26. Los depésitos asi obtenidos se
resuspendieron en sacarosa 0,25 M. y se conservaron en bafio de hielo
hasta el momento en que se efectuaron los anélisis.

Homogeneizado tisular
Centrifugacién 10 min.

a700 X g
!
Depésito. Se re-
suspendié en sa-
carosa 0,25 M. y
fue  centrifugado
a 700 X g 10 mi-
nutos. |
! l
Sobrenadante <———  Sobrenadante Depésito
Centrifugacién 20 min. (niicleos
a5.000 X g y reslos
I celulares)
Sobrenadante Depésito
Cenirifugacién 20 min. (mitocondrias)
a 16.500 |>< g
Sobrenadante Depésito
Centrifugacién 100 min. (lisosomas)

2105.000 X g
|

J,

Sobrenadante Depésito
Centrifugacién 600 min. (microsomas)
a 105.00(? X g
Sobrenadante Depésito
(fraccién soluble) (ribosomas)

Figura 26.—Marcha experimental seguida para la obtencién de fracciones subce-

lulares.
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Determinaciones.
Proteina.

Se llevaron a cabo por la modificacién del método colorimétrico de.
JHONSON para la determinacién de nitrégeno (JHONSON, 1941).

Actividad diacetilo reductasa.

Se siguié la técnica descrita en la metodoogia general.

Lactato deshidrogenasa.

Fue determinada en el sentido piruvato-lactato siguiendo los cambios
en la absorbancia a 340 m 1 debidos a la oxidacién concomitante de
NADH a NAD. El método de ensayo utilizado fue el siguiente:

Cubeta referencia: tampén fosfato pH 7 0,13 M., 2,5 mls.; NADH,
0,2 mgrs.; piruvato sédico, 4,4 mgrs.; preparacién enzimética, 0,2 mls. Vo-
lumen total, 3 mls.

Cubeta muestra:'como la anterior, omitiendo la preparacién.

Diaforasa.

Se efectuaron, segiin la técnica recomendada por ErnsTER (1967),
como la diferencia entre la actividad NADH - colorante reductasa inespe-
cifica total y la insensible al dicumarol. La reduccién del colorante fue re-
gistrada espectrofotométricamente a 600 m g, . estableciéndose el sistema
de anélisis como sigue:

Cubeta referencia: tampén de Tris 0,02 M. pH 7,5; NADH, 0,6
moles; diclorofenol-indofenol, 1,2 g moles. Volumen total, 3 mls.

Cubeta muestra:—como la anterior mas 0,1 ml. de preparacién en-
zimética.

Los ensayos se repitieron afiadiendo a la cubeta muestra 3 nmoles de
dicumarol. La actividad diaforasa se calculé por la diferencia entre las ve-
locidades de reaccién en ausencia y en presencia de éste.

Actividad succinato-citocromo c reductasa

Se determiné observando el incremento de absorbancia a 550 m g
en el siguiente sistema de analisis:
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Cubeta referencia—Tampén fosfato pH 7,4 0,1 M., 2 mls. Citocro-
mo ¢, 0,1 pmoles. Cianuro potdsico, 6 pmoles. Preparacién enzimaitica,
0,2 mls. Volumen total, 3 mls.

Cubeta muestra—Como la anterior més 0,2 pmoles de succinato
sédico.

Ubiquinona.

Se empleé la modificacién de HOFFMANN y col. (1964) al método de
HumPHREY y REDFEARN: a dos mls. de las preparaciones se afiadieron cua-
tro de metanol y, tras agitar durante 30 segundos en un agitador de tubos,
5mls. de eter de petréleo 40° C - 60° C. Las muestras fueron agitadas nueva-
mente durante 60 segundos y centrifugadas a 3.000 X g 10 minutos, con
lo que se separaron dos capas de las que la superior (éter de petréleo) se
recogié con una pipeta de Pasteur. A la inferior se afiadieron otros 5 mls.
de éter de petrdleo, repitiéndose las operaciones descritas. La capa supe-
rior de la centrifugacién fue retirada y unida a la anterior.

A la suma de ambas se afiadieron 3 mls. de metanol del 95 % y las
muesiras fueron nuevamente agitadas y centrifugadas, descartindose la
capa inferior. La superior se agité en presencia de una solucién de triclo-
ruro de hierro en etanol (5 mgrs. por ml.) y se dejé reposar durante 5 minu-
tos a temperatura ambiente, al término de los cuales se le afiadieron 2 mls.
de agua destilada. Tras un minuto de agitacién, la capa superior se reco-
gi6 por centrifugacién; el éter de petréleo se eliminé a vacio y el residuo
se disolvié en etanol para espectrofotometria.

La cantidad de ubiquinona presente en la muestra se calculé por la
diferencia entre los espectros oxidado y reducido (con unos pocos cris-
tales de borohidruro) segiin el método de CRANE y col. (1959).

VI. 3. RESULTADOS.

VI. 3.1. DISTRIBUCION INTRACELULAR DE LA ACTIVIDAD DIACETILO RE-
DUCTASA EN EL HIGADO DE TERNERA.

Experimento 1.

A partir de 25 grs. de higado de ternera fresco, se obtuvieron, en las
condiciones descritas en el apartado VI. 2, 110 mls. de homogeneiza-
do del que se prepararon las siguientes fracciones subcelulares segiin el

— 248 —

Nucleos y restos

esquema de centrifugacién de la figura 26: nicleos y restos celulares, na-
cleos purificados (resuspendiendo la fraccién niicleos y restos celulares
en una solucién 2,4 M. en sacarosa y 1 M. en CluMg y centrifugando du-
rante 60 minutos a 50.000 X g.), fraccién mitocondrial (mitocondrias y
lisososomas obtenidos como una fraccién tnica a 7.000 X g 10 minu-
tos), microsomas, ribosomas y fraccién soluble. En alicuotas de estas pre-
paraciones se determiné la proteina y la actividad diacetilo reductasa, con
los resultados que figuran en la tabla 32 referidos al total de cada una de
las fracciones.

En la citada tabla puede observarse que la actividad se distribuye
fundamentalmente entre las fracciones mitocondrial y soluble.

TABLA XXXII

Distribucién intracelular de la actividad diacetilo reductasa en el
higado de ternera (I).

Proteina  Actividad 1 Actividad! 9% dela acti-
Fraccién total total por mgr. vidad total
(mgrs.) de prot. recuperada

celulares. 1.105,6 652 0,6 51
Niicleos puros —(2) 0 0 0
Mitocondrias y

lisosomas 1.532,3 4.270 2,8 32,8
Microsomas 5249 1.397 2,5 10,8
Ribosomas 387,6 623 1,6 4.8
Soluble 1.863.,4 6.030 3,2 46,5

54138 12972

Homogeneizado
total 5.747 12.346 22
Recuperacién % 94,2 105,1

1 En nmoles de diacetilo reducidos por minuto.
2 No determinada.
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Experimento 2.

La experiencia descrita anteriormente se repitié a partir de 80 grs.
de higado de ternera, de los que se obtuvieron 340 mls. de homogeneizado.
Puesto que el experimento anterior puso de manifiesto que una parte impor-
tante de la actividad total estaba distribuida en la fraccién mitocondrial,
se considerd conveniente separar ésta en preparaciones de mitocrondrias y
lisosomas por el método de WanG (1969). Por otra parte y en vista de que,
como era de esperar, no se habia detectado actividad diacetilo reductasa
alguna en los nicleos purificados, se prescindié de obtener muestras de
éstos.

En consecuencia, el homogeneizado fue fraccionado, segiin el esque-

ma de la figura 26, en ntcleos y restos celulares, mitocondrias, lisosomas,
microsomas, ribosomas y fraccién soluble, en las que se ensayé la pro-
teina y la actividad diacetilo reductasa.

Los datos obtenidos se recogen en la Tabla 33.

TABLA XXXIII

Distribucién intracelular de la actividad diacetilo reductasa en hi-
gado de ternera (I1).

) Proteina Actividad ! Actividad ! 9 de la acti-
Fraccién total total por mgr. vidad total
(mgrs.) de prot. recuperada.

Nucleos y restos

celulares. 2.346,5 5.537 2,4 9,8
Mitocondrias 3.088 11.080 3,6 195
Lisosomas 1.117 8.337 7.4 14,7
Microsomas 1.590,8 7.736 4.9 13,6
Ribosomas 1.308,1 2.322 1,8 4.4
Soluble 4.5654  21.550 4.8 37

14.008,2 56562
Homogeneizado total 16.150 57.728 3.8
Recuperacién % 86,7 97,9

1 En nmoles de diacetilo reducidos por minuto.

— 250 —

Experimento 3

Siguiendo la misma técnica que se utilizé en el experimento anterior,
se fraccionaron 80 mls. de un homogeneizado de 20 gr. de higado de ter-
nera fresco. Los resultados de los anilisis de actividad diacetilo reductasa
y proteina efectuados en las distintas fracciones figuran en la tabla 34,
mostrando, como en las otras dos experiencias ya descritas, que la activi-
dad esta distribuida entre la fraccién particulada, concentrandose princi-
palmente en las mitocondrias, y la soluble.

TABLA XXXIV

Distribucién intracelular de la actividad diacetilo reductasa en higado
de ternera (111).

Proteina Actividad ' Actividad ! 9% de la acti-

Fraccién total total. por mgr. vidad total
(mgrs.) de prot. recuperada
Nicleos y restos 747,5 338 0,5 3,6
celulares
Mitocondrias 783.8 1.724 2.2 17,8
Lisosomas 278,6 805 2,9 8,3
Microsomas 349,3 507 1.4 53
Ribosomas 252,5 830 3,3 8,6
Soluble 1.283.4 5.377 4,2 56,1

3.695,1 9.581
Homogeneizado total 4.096 10.240 2,5
Recuperacién % 90,2 93,6

! En nmoles de diacetilo reducidos por minuto.

V. 3.2. EXPERIENCIAS CON HIGADO DE PALOMA.

3.2.1. Comprobacion de la aplicabilidad del método de fraccionamienio
descrito por Mahler y Cordes para la obtencion de fracciones sub-
celulares de higado de paloma.

El método de fraccionamiento seguido en las experiencias hasta ahora
descritas fue disefiado para la obtencién de preparaciones subcelulares de
higado de mamiferos, por lo que no podia asegurarse que fuese igualmente
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aplicable en los fraccionamientos a partir de higado de paloma. En conse-
cuencia se considerd necesario comprobar este extremo mediante el uso
de marcadores.

A partir de 110 mls. de homogeneizado de higado de paloma (25 grs.)
se obtuvieron, siguiendo la técnica habitual, preparaciones de mitocon-
drias mas lisosomas, microsomas, ribosomas y fraccién soluble. En todas
ellas se analizé la ubiquinona presente y las actividades lactato deshidro-
genasa, succinato-citocromo ¢ reductasa y diaforasa, segtin los métodos
que se describen en VI. 2. Los resultados obtenidos —tabla 35— mostra-
ron que la concordancia entre la distribucién esperable de estos marcado-
res —(mitocondrias: ubiquinona y succinato-citocromo ¢ reductasa; mi-
crosomas: diaforasa; soluble: lactato deshidrogenasa)— y la determinada
experimentalmente es muy satisfactoria, demostrando que el método de
fraccionamiento estudiado es también vélido para la obtencién de fraccio-
nes subcelulares de higado de paloma.

TABLA XXXV

Distribucién de la ubiquinona y de las actividades diaforasa, lactato
deshidrogenasa y succinato-citocromo C reductasa en higado de paloma.

% del total recuperado

Fraccién Lactato Succi
deshidroge-  Diaforasa uceinato  jhiquinona
TTr cit. C red.

Mitocondrias mas

lisosomas — 34 89 77
Microsomas 1 57 10 23
Ribosomas 32 6 1 —
Soluble 67 3 — —

3.2.2. Distribucién intracelular de la actividad diacetilo reductasa de
higado de paloma.

Experimento 1.

Una muestra de 30 grs. de higado procedente de cuatro palomas y re-
cogida inmediatamente después del sacrificio, fue triturada, homogenei-
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zada y centrifugada en las condiciones habituales. Se obtuvieron asi las
fracciones niicleos y restos celulares, niicleos puros, fraccién mitocondrial,
microsomas, ribosomas y fraccién soluble, en las que se determiné la
proteina y la actividad diacetilo reductasa.

Los resultados de esta experiencia —tabla 36— muestras que, a di-
ferencia de lo observado en los experimentos con higado de ternera, la ac-
tividad se distribuye fundamentalmente en la fraccién soluble.

TABLA XXXVI
Distribucién intracelular de la actividad diacetilo reductasa en hi-
gado de paloma ().

Proteina Actividad ! Actividad ! 9% de la acti-
Fraccién total total por mgr. vidad total
(mgrs.) de prot. recuperada

Nicleos y restos

celulares 1.104.4 310 0,3 0,2
Nicleos puros —(2) 0 0 0
Mitocondrias y

lisosomas 1.637,6 758 0,5 04
Microsomas 6744 383 0,6 0,2
Ribosomas 6124 23.344 38,1 12,8
Soluble 1.737,6  158.094 92,5 86,4

5.766,4  182.889
Homogeneizado total 6.660 160.704 24,1
Recuperacién % 87,3 113,8

! En nmoles de diacetilo reducidos por minuto.
2 No determinada.

Experimento 2.

A partir de 24 gr. de higado de paloma se obtuvieron 110 mls. de ho-
mogeneizado que fueron fraccionados en niicleos y restos celulares, mito-
condrias, lisosomas, microsomas, ribosomas y fraccién soluble.

Los resultados de los analisis de las preparaciones subcelulares figu-
ran en la tabla 37.
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TABLA XXXVII

Distribucién intracelular de la actividad diaceiilo reductasa en hi-

gado de paloma (11).
Proteina Actividad ! Actividad ! 9% de la acti-
Fraccién total total por mgr. vidad total
(mgrs.) de prot. recuperada.
Nicleos y restos
celulares 1.187,5 480 04 0,34
Mitocondrias 1.163,5 2.248 1.9 1,6
Lisosomas 309.,4 435 14 0,31
Microsomas 495 0 0 0
Ribosomas 414.,5 10.242 242 7.3
Soluble 1.306,5 126.999 97 90,4

4.876,4  140.405
Homogeneizado total 4.812,5 130.020 28,1
Recuperacion % 101,3 110,8

1 En nmoles de diacetilo reducidos por minuto.

Experimento 3.

Los experimentos anteriores se repitieron con 80 mls. de homogenei-
zado obtenidos de 20 grs. de higado de paloma, con los resultados de la
tabla 38 que confirman los obtenidos en las experiencias ya descritas
en el sentido de que la actividad diacetilo reductasa se distribuye funda-
mentalmente en la fraccién soluble de las células hepdticas de paloma.

VI. 4.. DISCUSION

Con excepcién de los niicleos, la diacetilo reductasa se encuentra en
el higado de ternera localizada en todas las fracciones subcelulares. Al-
rededor del 50 % de la actividad total se recupera en la fraccién soluble y
el resto es arrastrado con las particulas. De ellas la mayor parte de la ac-
tividad se distribuye en las mitocondrias y los lisosomas (en conjunto al-
rededor del 30 % de la total), pero también dan cuenta de la mayor parte
de la proteina de las fracciones particuladas. Considerado en términos de
actividad especifica, la fraccién soluble manifiesta consistente y constante-
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TABLA XXXVIII _
Distribucion intracelular de la actividad diacetilo reductasa en higado
de paloma (111).

Proteina Actividad ' Actividad 65 de la acti-
Fraccién total total por mgr. vidad total
(mgrs.) de prot. recuperada

Nicleos y restos
celulares 752,5 413 0,5 0,55
Mitocondrias 1.317,6 965 0,7 1,3
Lisosomas 200,3 394, 15 0,55
Microsomas 889,9 0 0 0
Ribosomas 408,9 4.750 11,6 6,6
Soluble 1.058,2 65.445 61,6 91

4.628 4 71.967
Homogeneizado total 4.400 67.680 154
Recuperacién % 105.2 106,3

L En nmoles de diacetilo reducidos por minuto.

mente una concentracién del enzima pero no asi las fracciones particula-
das, por lo que no parece que pueda hablarse de una localizacién especi-
fica en ninguna particula.

En el higado de paloma, por el contrario, alrededor del 90 % de la
actividad total se recupera en la fraccién soluble, en la que la actividad
especifica se multiplica aproximadamente por un factor de 4 con respecto
al homogeneizado total. Solamente el 10 % de la actividad es arrastrada
con las fracciones particuladas y de éstas en su inmensa mayoria se ob-
serva localizada en los ribosomas. En el higado de paloma la diacetilo
reductasa es pués un enzima caracteristico de la fraccién soluble, distri-
bucién que coincide con la de algunas otras deshidrogenasas dependientes
de los piridinnucledtidos, como la lactato deshidrogenasa, y con la de los
enzimas que participan en la glicolisis.

En ambas especies, por tanto, la diacetilo reductasa se encuentra
localizada fundamentalmente en la fraccién soluble, aunque la distribu-
cién de la actividad total en las distintas fracciones es bastante diferente
en el higado de ternera que en el de paloma. La desigual distribucién en el
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higado de las dos especies examinadas no puede considerarse como una
caracteristica anormal; de hecho Soromon (1959) y Wanc (1969) han
observado incluso desplazamientos en la localizacién intracelular de
ciertos enzimas en el higado de animales de una misma especie en distin-
tos estados de desarrollo y es frecuente observar alteraciones en la distri-
bucién de acuerdo con el estado fisiolégico del higado (Brown y col.,
1965).

La presencia“del enzima fundamentalmente en la fraccién soluble
concuerda con la hipétesis de STRECKER y HARARY (1954) de que la diace-
tilo_reductasa y la butilénglicol deshidrogenasa podrian constituir en el

“metabolismo microbiano un mecanismo de reoxidacién de los piridin-
nucleétidos. Dado el papel desempeiiado por el sistema NAD-NADH en
la glicolisis y la localizacién subcelular de los enzimas glicoliticos, parece
razonable asumir que la fraccién soluble es la localizacién mas apta para
desempefiar una funcién de esta naturaleza en los animales superiores.

CAPITULO Vil

ESTUDIOS CINETICOS

VII. 1. INTRODUCCION.

Tal vez la caracteristica més esencial y ditintiva de las reacciones
bioquimicas frente a las mas comunes en la quimica orgéanica es que las
primeras estdn catalizadas enzimaticamente, lo que significa la introduc-
cién en el sistema de un nuevo participante, ademas de los habituales subs-
trato/s y producto/s, cuya actuacién permite que estas reacciones trans-
curran a una velocidad compatible con las necesidades biolégicas. Los es-
tudios cinéticos constituyen el medio més importate, y con frecuencia el
Ginico, para conocer cémo realizan los enzimas esta funcién y en qué modo
se ve afectada su actividad por las condiciones del entorno. Este tipo
de estudios permite ademds determinar cuales son las condiciones mas
adecuadas parg el ensayo de la actividad enzimatica.

En ausencia de activadores o inhibidores, las principales caracte-
risticas que determinan la velocidad de una reaccién enzimitica son el
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pH y temperatura del medio, la concentracién de enzima y la concentra-
cién de substrato/s.

(1) En general, los enzimas son activos solamente en un rango de pH
limitado y en la mayor parte de los casos se observa la existencia de un op-
timo definido a ambos lados del cual la actividad decae, dando a las
graficas en que se representa la velocidad de la reaccién en funcién del pH
su tipica forma més o menos acampanada. Estos efectos son debidos funda-
mentalmente a cambios en la configuracién de la molécula enzimaética,
que se manifiestan sobre la afinidad de los grupos activos hacia los subs-
tratos o productos e incluso sobre la propia estabilidad del enzima.

(2) La velocidad de las reacciones quimicas aumenta con la tempe-
ratura, porque aumenta también la proporcién de moléculas con la energia
necesaria para reaccionar. ARRHENIUS establecié experimentalmente que
la representacién del logaritmo neperiano de la constante de velocidad en
funcién de la inversa de la temperatura absoluta es una linea recta, cuya
pendiente es la energia de activacién de la reaccién partido por la constan-
te de los gases, en niimeros negativos. 4

Esta ley es de validez general para las reacciones elementales, pero
la relacién entre In K y 1/T sélo es lineal en un rango relativamente
esirecho de temperaturas puesto que con ella cambian tanto los reac-
cionantes como la estructura de la disolucién, con lo que también
cambia la naturaleza de la reaccién. En el caso concreto de las reac-
ciones enzimadticas, la desnaturalizacién proteica por efecto de la tem-
peratura limita atin més el intervalo de cumplimiento de la ley. Para
este lipo de reacciones, y en términos generales, la linearidad suele
conservarse entre una temperatura ligeramente superior a la de con-
gelacién, antes de que el cambio de estado provoque una alteracién no-
table en las condiciones de actuacién de los reaccionantes, y unos
300 C.

(3) En condiciones ideales, con substrato/s suficiente/s para
no actuar como factores limitantes y ausencia de activadores o inhibi-
dores, dos moléculas de enzima que actuen independientemente en una
solucién transformarén el doble de substrato en un tiempo dado que una
sola molécula. La velocidad ser4, por tanto, proporcional a la concentra-
cién enzimética correspondiendo a la expresién.

(Ec. VIL. 1)
v=K.(E)
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en la que K es la constante de velocidad y (E) la concentracién de enzi-
ma. Las represeniaciones de «v» en funcién de (E) deben dar lineas
rectas que pasan por el origen y, de hecho, esto es lo que se encuentra
experimenialmente en la gran mayoria de los casos.

(4) La concentracién de substratos (DixoN y WEBB, 1964) es
uno de los factores mas importantes que determinan la velocidad de
las reacciones enziméticas. En casi todos los casos, cuando la velo-
cidad se representa en funcién de la concentracién de substrato se ob-
tiene una hipérbola rectangular, como cabria esperar si el proceso
dependiese de una simple disociacién cuando uno de los disociados
permanece constante. MicHAELIS y MENTEN (1913), adoptando la pro-
posicién de Henrr (1902) de que el enzima forma un complejo con su
substrato que se escinde para dar lugar a enzima libre y producto,
expusieron una teoria que implica una disociacién de este tipo en la
que se basan la mayor parte de los estudios de cinética enzimética y
que puede describirse como un proceso en dos etapas:

(Ec. VIL. 2.)
E+S = ES
(Ec. VIL 3)
ES = E + Producto

Si representamos por «s» la concentracién de substrato, por
«e» la concentracién total de enzima y por «p» la del complejo enzima-
substrato, la concentracién de enzima libre serd (e — p) y la constante
de equilibrio de la reaccién VII. 2 ser4.

(Ec. VIL. 4).

(e—p)s
Ks=
P

Si la reaccién VII. 3 es mucho més lenta que VII. 2 —de modo

que ES permanezca en equilibrio con E y S— la concentracién del com-
plejo enzima-substrato vendrd dada por la reordenacién de la ecua-
cién VII. 4 en la forma:
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(Ec. VIL 5)

p=
Kg +s

En las condiciones expuestas anteriormente la etapa VII. 3
aclia como limitante de la velocidad de la reaccién que, en consecuencia,
vendra determinada por la ecuacién:

(Ec. VII. 6)
v=K.p

donde K es la constante de velocidad de la disociacién de ES. Subs-
tituyendo el valor de «p» en VIL. 5,

(Ec. VIL. 7)

Cuando la concentracién de substrato es muy grande en compa-
racién con Ks , «v» serd igual a K.e e igual a la velocidad maxima,
obtenida cuando el enzima estd saturado con substrato. Representando
esla velocidad maxima como V, tendremos:

(Ec. VIL. 8)

A

Ky
1+
B)

que es la conocida ecuacién de MicHAELIS. La reordenacién de la mis-
ma en la forma:

(Ec. VIL. 9)
(V—v) (Kq+s)= V-Kg
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coincide con la ecuacién de la hipérbola rectangular, teniendo en cuenta
que, a concentracién fija de enzima, V es constante.

Las grificas de velocidad en funcién de la concentracién de subs-
trato, para una determinada reaccién enzimatica, estin por lo tanto de-
finidas por dos magnitudes, V y Kg, siendo Ks la constante de equilibrio
de la reaccién VII. 2 y V la velocidad méxima de la reaccién a una
concentracién dada de enzima.

V y Ks pueden ser determinadas experimentalmente por diversos
procedimientos. Si se represenia «v» en funcién de «s» la curva ob-
tenida corresponde a una seccién de una hipérbola rectangular, como
se ha indicado. A medida que «s» va creciendo lo hace también «v»,
hasta alcanzar un méximo en que el aumento en la concentracién de
substrato ya no afecta a la velocidad de la reaccién, que es entonces
«V». En las condiciones prefijadas de que la concentracién del com-
plejo enzima-substrato permanezca constante y que «v» esté limitada
por la disociacién del citado complejo, Kg equivale a la constante de
MicHaELIS (Km), operacionalmente definida como la concentracién
de substrato cuando la velocidad de la reaccién es la mitad de la ma-
xima, puesto que en la ecuacién VIL. 8 «v» serd igual a V/2 cuando
«s» loseaaKs.

En la prictica, la principal dificultad para calcular la constante de
equilibrio por este procedimiento radica en conseguir concentracio-
nes de substrato suficientemente altas para alcanzar el valor real de V.
Este inconveniente puede ser soslayado mediante el método de repre-
sentacién propuesto por LINEAWAVER y Burk (1934). Las gréficas de
1/v en funcién de 1/«s». deben dar una linea recta, correspondiente a la
ecuacién VII.8 reorganizada en la forma:

(Ec. VII. 10)
1 Ks 1l
= 4+ —
v Vs v
y esta linea recta cortara el eje de abscisas en el pun£0 — 1/Ks y el

de ordenadas en 1/V, como puede comprobarse haciendo, respecti-
vamente 1/v = 0y 1/s = 0 en la ecuacién VII. 10.

Aunque las representaciones doblemente inversas son las mids
utilizadas para la determinacién de V y Ks, estos valores pueden ob-
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tenerse por otros procedimientos. Si se hace figurar «s»/«v» en
funcién de «s» se obtiene una linea recta de pendiente 1/V que corta
el eje de ordenadas en Ks/V (Hanes, 1932) y que corresponde a la ecua-
cién que se obtiene multiplicando VII . 10 por «s».

(Ec. VII. 11.)
s Kg s

v vV V

También puede emplearse el método de WooLr (1932), represen-
tando v en funcién de «v» / «s» segiin la ecuacién:

(Ec. VIL. 12)

v=V— (K. )

que puede obtenerse reordenando la ecuacién VII. 8. La correspon-
diente recta corta el eje de ordenadas en V, y tiene como pendiente — K.

La teoria clasica de MicHAELIS es aplicable solamente a los ca-
sos que implican la participacién de un solo substrato. La mayor parte
de las reacciones enzimiticas son, sin embargo, del tipo A + B =
= C + D, en el cual intervienen dos substratos, y ello obliga a utili-
zar otros modelos para los estudios cinéticos. La mecdnica de MICHAE-
L1s ha sido aplicada por HALDANE a las reacciones en que el enzima y
los dos substratos forman complejos ternarios, suponiendo que se
establecen cuatro equilibrios:

(Ec. VI. 13) E + A = EA
(Ec. VII. 14) E + B = EB
(Ec. VII. 15) EA + B = EAB
(Ec. VIL. 16) EB + A = EAB

Siendo las cuatro ecuaciones de equilibrio correspondientes:

(Ec. VIL. 17) (e-p,-Py-P).2a=K,p,
(Ec. VIIL. 18) (e-p,-py-P)-b=Kjy py
(Ec. VII. 19) p,-b=Kj p
(Ec. VII. 20) p,.2=Kj p
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donde a, b, p, p, ¥ p}, son las concentraciones de A, B, EAB, EA y EB res-
pectivamente, y Kg, Kb, K’} y K’; las respectivas constantes de los cuatro
equilibrios. La velocidad serd proporcional a la concentraciéon de EAB,
luego

(Ec. VII.21) v=K-p
Eliminando los términos p de estas ecuaciones, se obtiene:
(Ec. VII. 22)
K.e

vV =

1+-Ka . Kb, KaKh
a b a-b
Esta ecuacién contiene solamente tres de las cuatro constantes
de equilibrio, puesto que la cuarta es redundante y estd relacionada
a las otras tres por la ecuacién:

(Ec. VIL.23) K;.K', =K, .K}
Para cualquier concentracién constante de B, las variaciones en

la concentracién de A daran una curva del tipo de la de MICHAELIS re-
presentada por la ecuacion:

(Ec. VIL 24)
Keb/(K’ +b)

KoK + Kigb 1

1) +
Kp+b a
en la que se observa que la afinidad aparente por A es dependiente de
la concentracién de B.

Las cuatro constantes de equilibrio pueden ser obtenidas por el
método grafico de FLorint y VESTLING (1957) o por el DavrzieL (1957)
que es similar. La representacién de 1/v en funcién de 1/b a concen-
tracién fija de A, dard una linea recta que corta el eje de ordenadas
en 1/ V,. Utilizando diferentes concentraciones de A se obtienen asi
una serie de valorées de 1/Vy ( la velocidad méxima de la reaccion a la
concentracién de A utilizada) que, representados en funcién de 1/a
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dan una linea recta que corta el eje de abscisas en -1/K’5. Las rectas
de las graficas originales de 1/v en funcién de 1/b para varios valores
de A se cortan en un punto situado en 1/b=—1/Kj},. Por el mismo pro-
cedimiento, el punto de interseccién de las rectas correspondientes a la
representacién de 1/v en funcién de 1/a a distintos valores de B corres-
ponde a 1/a = -1/Kj, y los datos de 1/V}, representados en funcién de
1/b permitiran calcular K’}.

El esquema expuesto anteriormente y las ecuaciones de él resultan-
tes son vélidas para aquellas reacciones que impliquen la participacién
de dos substratos que se combinan con el enzima sin un orden obligato-
rio y en las cuales la disociacién del complejo ternario enzima-substrato
A -substrato B es tan lenta que actia realmente como la etapa limitante
de la velocidad. Sin embargo, estas condiciones no se cumplen en todos
los casos. Muchas reacciones enzimaticas siguen modelos cinéticos dis-
tintos del anterior, algunos de los cuales dan lugar a ecuaciones de velo-
cidad idénticas a la VI1.22, en las que sélo cambia el significado de las
constantes. En la discusién del presente capitulo se tratardn algunos me-
canismos de reaccién a los que pudiera corresponder la actuacién de la
diacetilo reductasa.

Ademas de los ya citados existen otros muchos factores que afec-
tan a la forma de las curvas de velocidad de las reacciones enziméti-
cas. Puede, por ejemplo, inhibirse la reaccién por la acumulacién de
los productos, descender notablemente el grado de saturacién del
enzima con el substrato a medida que transcurre la reaccién o inacti-
varse alguno de los reaccionantes a la temperatura o el pH de ensayo.
Normalmente todas estas complicaciones pueden evitarse si los en-
sayos de velocidad se efectiian antes de que estos factores comiencen
a actuar, determinando velocidades iniciales. En este sentido deben
entenderse todos los resultados referentes a actividades enzimaticas ex-
puestos en esta tesis, salvo cuando se indica expresamente lo contrario.

VIIL. 2. METODOS
Preparaciones enzimdticas.

Salvo indicacién expresa se utilizaron liofilizados de la fraccién
que precipita entre 1 y 1,3 voliimenes de acetona, que se obtuvieron
como se indica en el capitulo I'V.

—263 —



Determinaciones de actividad diacetilo reductasa.

Se siguié la técnica general descrita en el capitulo II, con las va-
riaciones correspondientes al tipo de preparacién enzimitica utili-
zada. Las modificaciones introducidas en el medio de anilisis o en
las condiciones de ensayo durante la realizacién de los experimentos
se especificardn en cada caso.

VIL 3. RESULTADOS.

VII. 3.1. EXPERIENCIAS PREVIAS.

3.1.1. Estabilidad de las preparaciones enzimdticas.

La actividad diacetilo reductasa en las preparaciones de la fraccién
acetébnica 1 — 1,3 es relativamente poco estable cuando éstas se sus-
penden en agua destilada, lo que representa un grave inconveniente para
la realizacién de estudios cinéticos, por lo que se decidié comprobar la
estabilidad en otros medios de suspensién.

Con este objeto se suspendieron 30 mgrs. de liofilizado de la fraccién
aceténica 1 — 1,3 en 0,7 mls. de agua destilada, pipetandose a partir de
esta suspensién cinco muestras de 0,1 mls. con las que se prepararon
nuevas suspensiones en los siguientes medios: sacarosa 1,5 M., tampén fos-
fato bisédico monopotasico pH 6,1 1 M. y 0,5 M., diacetilo 0,02 M.
y agua destilada. Volumen final de cada una de las preparaciones: 5 mls.

Las muestras se conservaron a 0° C. en un bafio de hielo, tomandose
alicuotas para el ensayo de actividad diacetilo reductasa inmediatamen-
te después de preparadas las suspensiones, a las 4 horas, a las 11 horas y
a las 23 horas. En todas las determinaciones de actividad se ajusté la mo-
laridad del tampén fosfato en el medio de analisis a 0,2 M.

Los resultados obtenidos se recogen en la figura 27, donde puede
comprobarse que las suspensiones en sacarosa 1,5 M. y en tampén fosfa-
to 0,5 M. mantienen su actividad préacticamente sin variaciones durante
todo el experimento, frente a una pérdida de aproximadamente el 16 % al
cabo de 4 horas y de casi el 40 % a las 23 horas en las muestras suspendi-
das en agua. Atin cuando la presencia de sus substratos suele favorecer
la estabilidad de los enzimas, el diacetilo ha dado resultados negativos
como agente estabilizante.
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I_”igura 27.—}:?st.abilidad de la actividad diacetilo reductasa en liofilizados de la
fra?i(_:lon ?;;e gremplta fgtrlc\s/[ 1y 1,3 volamenes de acetona, suspendidos en distintos
medios: acarosa 1, . (o) Agua. (O) Tampén fosfato pH 6,1 1 M. « 1.
05 M. (A\) Diacetilo 0,02 M: ? ®. 1,

VII. 3.2. INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DE ENZIMA SOBRE LA ACTI-
VIDAD DIACETILO REDUCTASA.

La proporcionalidad entre la conceniracién de enzima y la actividad
diacetilo reductasa se estudié utilizando muestras de liofilizados de la
fraccién aceténica 1 — 1,3. En el primero de los ensayos realizados se to-
maron 5 mgrs. de un liofilizado —marcado F 2. 2. 70— que fueron sus-
pendidos en 5 mls. de sacarosa 1,5 M., determinandose a continuacién las
velocidades iniciales de reaccidn a concentraciones variables —entre
0,1 y 1 mls./3 mililitros de medio de anélisis— de esta preparacién. Los
resultados experimentales se representan en la figura 28 (a).

Las gréficas de esta naturaleza suelen atribuirse a la presencia de
un inhibidor en las preparaciones enziméticas. Con objeto de liberar las
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Fig. 28.—Presencia de un inhibidor interno en algunas preparaciones enzimi-
ticas (I). Relacién entre actividad y concentracién de enzima (prep. liofilizado fraccién
aceténica, lote F. 2.2.70). Medio de suspensién: (a) Sacarosa 1,5 M. (b) Id. y dializado
contra el mismo medio. (c) Agua.

muestras de un hipotético inhibidor dializable se suspendieron en 5 mls.
de sacarosa 1,5 M. 5 mgrs. del mismo liofilizado empleado en el experi-
mento anterior y se dializaron a 0 — 2°C. frente a 25 volimenes del mis-
mo medio de suspensién durante 14 horas y contra otros 50 volimenes
durante 4 horas mas. Al término de la dialisis se procedi6 a efectuar los en-
sayos en las mismas condiciones que en la experiencia antes descrita.
En la figura 28 (b) se representan graficamente los datos obtenidos, que
demuestran que el hipotético inhibidor interno no es dializable en las con-
diciones experimentales utilizadas.

La posibilidad de que el inhibidor estuviera presente en la propia
solucién de sacarosa se estudié sustituyéndola por agua destilada como
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medio de suspensién. El experimento fue realizado siguiendo idéntica pau-
ta a la de los previamente descritos. Los resultados se recogen en la figura
28 (c), mostrando que el inhibidor no era introducido en las preparacio-
nes con el disolvente.

Estos experimentos se repitieron con una nueva partida de liofiliza-
do (A 15. 3. 70), utilizando como medio de suspensién tampén fosfato
bisédico monopotésico 0,5 M. pH 6,1 (5 mgrs. de liofilizado en 5 milili-
tros). Los ensayos se efectuaron en tampén fosfato pH 6,1 0,2 molar, para
evitar que los cambios en la molaridad pudiesen alterar los resultados de
los analisis. La grafica de la figura 29 (a), en que se representan los datos
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Figura 29—Presencia de un inhibidor interno en algunas preparaciones enzima-
ticas (II). Relacién observada normalmente entre la concentracién de enzima y la
actividad. Medio de suspensién: (a) Tampodn fosfato 0,5 M. pH 6,1. (b) Agua. (c)
Sacarosa 1,5 M. -
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obtenidos, muestra que la actividad es funcién lineal de la concentracién TABLA XXXIX

de enzima en el rango utilizado. Influencia del pH sobre la actividad diacetilo reductasa en prepara-
Los resultados de este experimento parecian indicar que en la nueva ciones de la fraccion que precipita entre 1 y 1,3 voliimenes de acetona.

partida no existia modificador alguno, lo que a su vez reforzaba la hipé-

tesis de la presencia de un inhibidor interno en el liofilizado F. 2. 2. 70. - Actividad 2 Actividad 2

Con el fin de comprobar estas posibilidades, 5 mgrs. de liofilizado de la ( - g = ﬁ?;igf:c,ﬂf, pHE e suetvy {)?;?):;l:éigi

partida A. 15. 3. 70 se suspendieron en 5 mls. de agua destilada y se de- —

terminé, en las condiciones habituales, la actividad diacetilo reductasa a 2,15 29,2 6,8 874
concentracién variable de enzima, con los resultados que se recogen en la 9,99 79,7 7 834
figura 29 (b). Como en el caso anterior, la actividad fue funcién 5.8 89,7 12 13,7
lineal de los mililitros de preparacién enzimatica en la mezcla de reaccién. 6 100,1 74 71,1
_El mismo resultado se obtuvo de la repeticién de este experimento utili- 6,2 96,4 7,6 66,2
zando sacarosa 1,5 M, como medio de suspension. (figura 29 c). 64 90,6 78 58,8
6.6 83,9 8 472

En vista de estos datos se decidi6 comprobar sisteméticamente la
relacién entre actividad y concentracién de enzima en todas las partidas ) , o, - . :

g | nl s i . En tampén fosfato bisédico monopotasico 0,05 M.
de liofilizados de la fraccién aceténica 1 — 1,3, que resulté ser lineal en 2 En nmoles de diacetilo reducidos por minuto.
la gran mayoria de los casos. Se descartaron las partidas cuyas prepara-

ciones no mostraron este comportamiento.

—

100 /o Q\

VII. 3.3. INFLUENCIA DEL pH SOBRE LA ACTIVIDAD. ‘ /o

75 = o \

N

Experimento 1.

La influencia de la concentracién de hidrogeniones sobre la activi-
dad diacetilo reductasa se estudi6, entre pH 5,15 y pH 8, en tampén fos-
fato bisédico monopotasico a una molaridad final en el medio de anéli-
sis de 0,05 M. '

Como preparacién enzimética en este primer experimento se empled
un liofilizado de la fraccién aceténica 1 — 1,3 suspendido en agua desti-
lada (40 mgrs. de liofilizado en 20 mls.). Con objeto de impedir que la
pérdida de actividad de las suspensiones quedase reflejada en los resulta-
dos (véase 3.1.), se tomé nota del tiempo al comienzo de cada ensayo y
se intercalaron a lo largo del experimento cinco controles a pH 6,2 con
cuyos resultados se obtuvo una gréfica a partir de la cual se aplicaron los
correspondientes factores de correccién.

Los resultados que se recogen en la tabla 39 y en la figura 30 mostra-
ron la existencia de dos picos de actividad, uno a pH 6,1 aproximadamen-
te. yotrga pH 6.8, siendo la relacién de altura entre ambos’ BEOR G ?Ctl- \ Figura 30—Perfil de pH de la actividad diacetil(l):l r-leductasa. en la fraccién que
vidad a pH 6,8/act. pH 6,1=0,89. Estos resultados podrian ser debidos precipita entre 1 y 1,3 volamenes de acetona.
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a la existencia en la muestra de dos enzimas que catalicen la misma reac-
cién y tengan un pH 6ptimo distinto, por lo que se decidié estudiar esta
posibilidad comprobando el perfil de pH en las diferentes etapas de puri-

ficacion.
Experimento 2.

La experiencia descrita anteriormente se repitié empleando como
preparacién enzimitica un extracto acuoso del polvo aceténico obtenido
como se ha descrito en el capitulo IV. Estas muestras tienen actividades
butilénglicol deshidrogenasa y NADH oxidasa, que fueron descontadas
por el procedimiento habitual que se cita en la metodologia general.

En la tabla 40 y en la figura 31 se representan los resultados obteni-
dos. Como en el experimento anterior, el perfil de pH muestra un pico de
actividad a pH 6,1 y otro a pH 6,8; su relacién de altura es: actividad a
pH 6,8/actividad a pH 6,1 = 0,925.
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Figura 31—Perfil de pH de la actividad diacetilo reductasa en extractos acuo-
sos (1/4) de polvo aceténico.
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TABLA XL
Influencia del pH sobre la actividad diacetilo reductasa en extractos
acuosos (1/4) de polvo aceténico.

Actividad 2 Actividad 2

pH 1 de ensayo /0,5 mlé.ée pH 1 de ensayo /0,5 mls.‘c!e

preparacion preparacién
5,4 24 6,6 41,3
5,5 26,9 6,8 42,7
5,65 28,8 7 41,3
5,75 34,6 72 39.4
5.8 37 7,4 384

6 45,6 7,6 37

6,2 46,1 78 35,6
6.4 44,1 8 34,1

! En tampén fosfato bisédico monopotisico.
2 En nmoles de diacetilo reducidos por minuto.

Experimento 3.

Se estudié el ;;erﬁl de pH en muestras muy purificadas (actividad es-
pecifica 600 nmoles de diacetilo reducidos por minuto y mgr. de proteina
en las condiciones habituales de ensayo) procedentes del liofilizado de
una muestra purificada por cromatografia en DEAE - 22 (véase capitulo
IV). Excepto en la naturaleza de las preparaciones enziméticas utiliza-
das (unos 4 mgrs. del liofilizado disueltos en 20 mls. de agua destilada),
la marcha experimental fue idéntica a la seguida en el experimento 1.

Los datos obtenidos figuran'en la tabla 41. La representacién de la ac-
tividad diacetilo reductasa en funcién del pH (fig. 32) da una gréfica en
todo similar a las correspondientes a las dos experiencias anteriores, con
picos a pH 6,1 y 6,8 cuya relacién es: actividad a pH 6,8 /actividad a pH
6,1 = 0,915.

VII. 3.4. EFECTOS DE LA TEMPERATURA SOBRE LA ACTIVIDAD. CALCULO DE
LA CONSTANTE DE ACTIVACION DE LA REACCION Y DEL COEFICIENTE
DE TEMPERATURA:

Se estudiaron mediante el ensayo de actividad diacetilo reductasa
a distintas temperaturas, entre 3,5 y 38,5° C., que se controlaron haciendo
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TABLA XLI
Influencia del pH sobre la actividad diacetilo reductasa en prepara-
ciones purificadas por cromatografia en DEAE - 22.

ividad 2 Actividad 2
pH 1de ensayo ;{Oc,g\rvrll(li; ((iie pH 1 de ensayo /0,5 mls..c}e
preparacion 3 preparaciéon

5,15 22 6,8 414

5,55 30,5 7 378

58 39,8 72 33,4

6 42,7 74 29

6.2 454 76 25,8

6.4 42,6 78 21,3

6.6 38,7 8 17,5

1 En tampén fosfato bisédico monopotésico 0,05 M.
2 En nmoles de diacetilo reducidos por minuto. o o '
3 Unos 4 mgrs. de liofilizado (A. E. 600 nmoles de diacetilo reducidos / minu-

to/mgr. de proteina) disueltos en 20 mls. de agua destilada._
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Figura 32—Perfil de pH de la actividad diacetilo reductasa en liofilizados de la
fraccién aceténica 1 - 1,3 purificados por cromatografia en DEAE-22.
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circular agua termostatada en un ultratermostato «Colora» modelo «N»,
entre la doble pared de la cdmara de un espectrofotémetro Beckman D-B.

La determinacién fidedigna de actividades iniciales requiere que la
temperatura de las muestras se mantenga sin cambios durante el ensayo.
Para que se cumpla esta condici6n suele recurrirse a ajustar a la temperatu-
ra del anélisis la de los reactivos ya antes de ser mezclados, de modo que
las ‘condiciones de trabajo se hayan alcanzado ya desde el tiempo cero.
Sin embargo esta técnica no pudo ser aplicada en este caso dada la inesta-
bilidad de la diacetilo reductasa cuando es expuesta durante largo tiempo
a las temperaturas relativamente elevadas que requiere la realizacién de
este experimento.

Para evitar este inconveniente las preparaciones enzimaticas (5 mgrs.
de liofilizado de la fraccién aceténica 1 — 1,3 suspendidos en 6 mls. de
sacarosa 1,5 M.) se conservaron en un bafio de hielo y las soluciones de
diacetilo y NADH y el tampén fosfato se mantuvieron durante unos 10
minutos en un bafio termostatico «Retostat» regulado a una temperatura
superior a la correspondiente de analisis, calculada para compensar el
descenso consiguiente a la adicién del enzima a la mezcla de reaccién. Una
vez que la temperatura de estos reactivos alcanzé la del bafio se pipetaron,
en las proporciones habituales, en un tubo con tapén esmerilado que fue
sumergido en el bafio durante otros dos minutos. Se afiadieron a continua-

TABLA XLII
Efectos de la temperatura sobre la actividad diacetilo reductasa.
Cdlculo de la constante de activacién.

Temperatura nmoles diac. In activ. en Temp. de 1 x 108
de anilisis reducidos /mi- nmoles diacetilo andlisis
(grados C.) nuto/0,5 RIIS. reducidos min. °Kelvin T.K
preparacion.
38,5 . 153,6 5,03695 311,5 3,210
35,5 1464 4.,98361 306,5 3,263
29 124.8 4,82831 302 3,311
24.8 91,2 4,51305 2978 3,358
20,1 60 4,09434. 293,1 3,411
15,5 41,8 3,73290 288.,5 3,465
10 27,3 3,30689 283 3,533
3,5 13 2,56495 276,5 3,616
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Figura 33.—Influencia de la temperatura sobre la velocidad de la reaccién cata-

lizada por la diacetilo reductasa. Condiciones de analisis: Tampén fosfato 0,05 M.
pH 6,1; diacetilo, 12 |+ moles; NADH, 0,6 " moles; volumen total, 3 mls.

cién 0,5 mls. de preparacién enzimética; las muestras se transfirieron réapi-
damente a las cubetas del espectrofotémetro y se registré el consumo de
NADH durante dos minutos. Para los ensayos efectuados a temperatura
inferior a la ambiente los bafios se refrigeraron con hielo triturado.

Al terminar cada ensayo se recomprobé la temperatura de las mez-
clas de reaccién con un termémetro de mercurio graduado en décimas de
grado centigrado.

En los cuadros 1.° y 2.° de la tabla 42 se recogen los datos obtenidos.

La representacién de la velocidad de reaccién en funcién de la tempe-
ratura en grados centigrados —figura 33— produce una curva tipicamente
sigmoidea.

— 274 —

Cdlculo del coeficiente de temperatura.

El coeficiente de temperatura entre 5 y 25° C. se ha calculado a partir
de los datos de la grafica 33. En este rango la velocidad de la reaccién se
hace aproximadamente 2,5 veces mayor por cada 10 grados de aumento
de la temperatura, valor que fue calculado a partir de la férmula:

Q100 (5 — 25) = Lz a3 S 2,5
\Z% 15

Cadlculo de la constante de activacién.

Para el cilculo de la energia de activacién (E) se representé grafica-
mente el logaritmo neperiano de la velocidad en funcién de la inversa de
la temperatura absoluta a partir de los datos que figuran en los cuadros
3%y 5° de la tabla 42. Puede observarse en esta grafica (fig. 34) que se
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Figura :S'fl-.—l.n.ﬂuencia de la temperatura sobre la actividad diacetilo reductasa.
Representacién utilizada para el calculo de la constante de activacién.
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cumple la ley de ARRHENIUS entre 3,5° y 28 — 30° C; en este intervalo la
representacion de In V en funcién de 1/T °K es una linea recta cuya pen-
diente permitié calcular la energia de activacién a partir de la expresion:

(Ec. VIL. 25).
d (In V)

d(1/TK)

en la que R es la constante de los gases. El valor obtenido fue de E = 14.400 .

calorias por mol.

VII. 3.5. INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DE DIACETILO Y NADH.
CALCULO DE LAS CONSTANTES DE EQUILIBRIO DE LA REACCION.

La influencia de la concentracién de diacetilo (entre 0,05 y 3,9 mM.)
y NADH (entre 0,058 y 0,23 mM.) sobre la velocidad de la reaccién se
estudié del siguiente modo:

Se preparé una solucién en agua destilada que contenia 0,7, p moles
de NADH por mililitro y otra de diacetilo 2,5 mgrs./ml. a partir de la cual
se hicieron subdiluciones a 0,25 mgrs./ml. y 0,05 mgrs./ml. La concen-
tracion exacta de los substratos en las disoluciones se midié, en el caso
de la de NADH por su extincién a 340 my y en las de diacetilo por el
método de OwaDES y Jakovac. Partiendo de estas soluciones se determiné la
actividad diacetilo reductasa a concentraciones variables de NADH y
diacetilo (véanse cuadros primero y segundo de la tabla 43).

La temperatura de analisis y la concentracién de enzima en el medio
afectan mucho a la velocidad de reaccién, por lo que variaciones relativa-
mente pequefias en estos pardmetros pueden oscurecer los efectos debidos
a los cambios en la concentracién de substratos. Con objeto de dar esta-
bilidad a las preparaciones enzimaticas, el liofilizado de la fraccién acet6-
nmica 1 — 1,3 se suspendi6 en tampén fosfato bisédico monopotdsico
0,5 M. pH 6,1 (unos 13 mgrs. de liofilizado en 20 mls. de tampén) y la
suspensién se mantuvo en bafio de hielo durante la realizacién de los en-
sayos. A lo largo del experimento se comprobé la constancia de la activi-
dad enzimética por unidad de volumen de la preparacién efectuando seis
controles a concentraciones de NADH de 0,23 mM. y diacetilo 3,3 mM.
La molaridad del tampén en los medios de anélisis se mantuvo en su valor
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TABLA XLIII
Influencia de la conceniracién de substratos sobre la actividad dia-
cetilo reductasa.

Concentracion diacetilo Concentracion NADH Actividad en nmoles
(M X 10-3) (M x 10-4) de diacetilo reducidos /min.
3,9 2,33 36,3
1 » 34,0
04 » 31,8
0,2 » 274
0,1 » 23
0,05 » 16,3
39 1,74 33,5
1 » 28,5
0,4 » 26,2
0,2 » 22,8
0,1 » 19,5
0,05 » 13,7
3,9 1,17 26,5
1 » 24,
04 » 22,4
0,2 » 18,4
0,1 » 14.5
0,05 » 10,2
3.9 0,58 19,6
1 » 17,6
0,4 » 16,3
0,2 » 13,2
0,1 » 10,3
0,05 » 6,6

gondiciones de ensayo.—Preparacion enzimitica, 0,2 mgrs. de liofilizado de la
graclclon aceténica. Temperatura, 25° C. Tampén fosfato, 0,05 M. pH 6,1. Volumen
mls.

habitual (0,05 M.) utilizando 0,3 mls. de preparacién enzimética en un vo-
lumen de tres mililitros de la mezcla de reaccién.

Todos los ensayos se realizaron a 25° C., regulandose la temperatura
en el interior de la cdmara espectofotométrica mediante un ultratermos-’
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tato «Colora» modelo «N». Para conseguir que la temperatura de anali-
sis se hubiese alcanzado ya a tiempo cero se tomaron las mismas precau-
ciones que en la experiencia descrita en el apartado VII. 3.4.

Los resultados de este experimento, que se recogen en la tabla 43, se
han representado graficamente en las figuras 35 y 36. Como puede
comprobarse, las gréificas de actividad a concentracién variable de un
substrato y fija del otro tienen, en el rango de concentraciones estudia-
do, la forma tipica de ramas de hipérbola, que es la que cabe esperar en
una reaccién enzimitica que cumpla la ecuacién general de velocidad

(Ec. VIL. 22).

Cdlculo de las constantes de equilibrio.

A partir de los datos que figuran en la tabla 43 se representaron, si-
guiendo el método de FLORINI y VESTLING, las inversas de las velocidades

iniciales en funcién de la molaridad del diacetilo a concentraciones cons-
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Figura 35.—Influencia de la concentracién de diacetilo sobre la actividad diacetilo

reductasa. Concentracién de NADH (M X 10-4): (A) 0,58; (X) 1,17; (0) 1,74; (o) 2,33.
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Figura 36 —Influencia de la concentracién de NADH sobre la actividad diacetilo
reductasa. Concentracién de diacetilo (M X 10-3): (&) 0,05; (0) 0,1 (1\) 0.2® ) 0,4;
(+)1: @ 39.

tantes de NADH (fig. 37). Se obtuvieron asiuna serie de rectas, una para
cada concentracién de NADH, cuyas prolongaciones se cortan por encima
del eje de abscisas en el punto situado en:

1/(diacetilo M X 1073) = =82 = —1/K gi1cetilo

Las intersecciones de estas rectas con el eje de ordenadas, represen-
tadas en funcién de la inversa de la concentracién de NADH dan otra rec-
ta (fig. 38); la prolongacién de la misma corta el eje horizontal en:

1/(NADH M X 104 = —1= —1/K NADH

En la figura 39 se muestra la representacién grafica de la inversa de
la velocidad en funcién de las inversas de la concentracién de NADH a
molaridades constantes de diacetilo, las prolongaciones de las rectas
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Fig. 37.—Cilculo de la constante de disociacién para el diacetilo por el método
de Florini y Vestling. Representacion «primaria» de la inversa de la actividad en fun-
cibn de la inversa de la concentracién de diacetilo. Concentracién de NADH

(M X 10-4): (0) 0,58; 1/\) L,17 (X) 1,74: €D 2,33.

resultantes se cortan por encima del eje de las abscisas, en un punto co-
rrespondiente a:

1/(NADH M X 10¢%) = —0,32 = —1/K NADH

y sus intersecciones con el eje vertical representadas en funcién de la in-
versa de la concentracién de diacetilo —figura 4— dan una nueva recta
que prolongada hasta la linea base la corta en:

1/(diacetilo M X 10-3) = —25,1 = —1/K’ g.caiilo

Se obtuvieron asi las cuatro constantes de equilibrio de la reaccién
con los siguientes resultados:
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M X 10-3

K diacetilo = =122 X 104 M.
diacetilo 8.2
M X 10-4
= — —4
K NADH 032 3,12 X 10-4 M.
: M X 10-3
K’ diacetilo = ot =398 X 10-5 M.
—4
K’ NADH = — le =10 X 10-5 M.
50 - (3]
9 a0
2
0
5 /°
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Fig. 38—Cilculo de la constante de Michaelis para el NADH por el método de
Florini y Vestling. Representacién «secundaria» de las intersecciones con el eje de
ordenadas de las rectas de la figura 37, en funcién de la inversa de la concentracién

de NADH.
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Fig. 39.—Calculo de la constante de disociacién para el NADH por el método
de Florini y Vestling. Representacién primaria de la inversa de la actividad en funcién
de la inversa de la concentraciSn de NADH. Concentracién de diacetilo

(M X 1073): D 0,05; (X)0,1; (O 0,2; (x)04; (M) 1; (e) 3,9.

La validez de estas determinaciones fue comprobada mediante los
procedimientos que se citan a continuacién:

(1) Las dos rectas obtenidas en las representaciones secundarias de
las interseccions con el eje de ordenadas en funcién de la inversa de la con-
centracién de substrato deben cortar el eje vertical en el mismo punto, que
corresponde a la inversa de la velocidad méxima que se alcanza cuando los
dos substratos se encuentran a concentracién infinita.

Esta condicién se cumple en las graficas de las figuras 38 y 40, en las
que 1/V tiene el valor de 19,5.

(2) Si en lugar de representar frente a 1/b las intersecciones de las
reclas primarias con el je vertical a (a) variable se hacen figurar las pen-
dientes de las mismas, debe obtenerse otra recta que cortar4 el eje de orde-
nadas en un punto igual a K',/V para la representacién en funcién de la
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Fig. 40—Cailculo de la constante de Michaelis para el diacetilo por el método
de Florini y Vestling. Representacién «secundaria» de las intersecciones con el eje
de ordenadas de las rectas de la figura 39, en funcién de la inversa de la concen-
tracién de diacetilo.

inversa de (b) y Kj,/V para la de la inversa de (a). La pendiente de am-
bas rectas serd K ;. K°) /V, y por lo tanto las dos deben ser paralelas
(ManLer y CorpEs, 1968). Como puede comprobarse en la figura 41
(1) y (2) estas condiciones también se cumplen.

(3) Si la cinética de la reaccién es del tipo de la de MicHAELIS, el
complejo ternario enzima-substrato a -substrato b debe estar en equili-
brio con los dos complejos binarios y con los substratos y el enzima libre,
por lo que el producto de K ; porK’;, debe ser igual al producto de K, por
K, . En nuestras determinaciones el producto de K diacetilo POTK’ N ADH.
es aproximadamente igual a K yapH Por K’ giacetilo.

(4) Los valores experimentales coinciden razonablemente con los
teéricos aplicando los parametros obtenidos al desarrollo de la ecuacién
general de velocidad de las reacciones enzimdticas en que participan dos
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Fig. 41.—Representacién «secundaria» de las pendientes de las rectas «primarias»
en funcién de las inversas de las concentraciones de substratos.

substratos (Ecuacién VII. 22). En la figura 42 se ofrece una comparacién
entre graficas teéricas y experimentales de velocidad en funcién de la con-
centracién de substratos.

VII. 3.6. INHIBICION POR LOS PRODUCTOS.

3.6.1. Inhibicién por el NAD.

Los mecanismos de inhibicién del NAD respecto al NADH y al dia-
cetilo han sido estudiados determinando los efectos de la adicién a las
mezclas de anélisis de cantidades variables de NAD sobre las velocidades
iniciales de reaccién a concentracién fija de un substrato y variable del
otro.
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Fig. 42—Comparacién entre los resultados experimentales y los valores tedricos
calculados aplicando los parametros obtenidos al desarrollo de la ecuacién general
de velocidad (Ec. VII. 22). Superior: experimental. Inferior: tedricos . Concentracién
de NADH (M X 10-4): (X) 1,17; (o) 1,74; (O) 2,33.

Con este objeto se prepararon diversas soluciones de diacetilo, NADH y
NAD, cuya molaridad se comprobé por el método de OWADES y JaKovAC
para las de diacetilo y por su extincién a 340 y 260 mys. para las de NADH y
NAD, respectivamente. Los ensayos espectrofotométricos de actividad se
efectuaron a pH 6,1 en tampén fosfato bisédico-monopotasico 0,05 M. y
a las siguientes concentraciones de substratos e inhibidor: efecto inhibidor
sobre el diacetilo: NADH 0,6 g moles; NAD, variable entre 0 y 10 pmo-
les; diacetilo, variable entre 0,2 y 6 pmoles. Efecto inhibidor scbre el
NADH: diacetilo 12 pmoles; NAD, variable entre 0 y 10 pmoles;
NADH, variable entre 0,15y 0,6 gtmoles. Para el control de la temperatu-
ra y de la constancia de la actividad enzimdtica durante el experimento se
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Fig. 43.—Inhibicién de la reaccién por el NAD respecto al N ADIT. Coneentracién
de diacetilo: 4 X 10-3 M. Concentracién de NAD (M X 10-3): (3 0; (X ) 0,83; (0)
3,32,

tomaron las mismas precauciones que en la experiencia anterior. Como
preparacién enzimaética se utilizé una suspensién de liofilizado de la frac-
cién aceténica 1 — 1,3 en tampén fosfato 0,5 M. pH 6,1 (6 mgrs. de liofili-
zado por mililitro).

Con los resultados de los anilisis se obtuvieron las gréaficas de las fi-
guras 43 y 44. La representaciéon de la inversa de la velocidad en funcién
de la inversa de la concentracién de NADH a molaridad constante de dia-
cetilo da una serie de rectas, una para cada una de las concentraciones de
NAD utilizadas, que se cortan en el eje de ordenadas, y la representacién
de 1/v en funcién de 1/(diacetilo) otra serie de rectas que se unen sobre
el eje de abscisas, ponicndo de manifiesto que el NAD es inhibidor compe-
titivo respecto al NADH y no competitivo respecto al diacetilo.
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Fig. 44.—Inhibicién de la reaccién por el NAD respecto al diacetilo. Concentra-
cion de NADH: 0,2 X 103\, Concentracién de NAD (M X 10-3): (. 0; (X) 0,83;

(0) 1,66: @) 3,32.

6.3.2. Inhibicién por la acetoina.

En la tabla 44 se recogen los resultados, obtenidos en diferentes se-
ries experimentales, de determinaciones de actividad diacetilo reductasa
efectuadas a varias concentraciones de diacetilo, NADH y acetoina. Estos
datos demuestran que la acetoina no inhibe significativamente la reacciéon
incluso en proporciones doscientas veces superiores a las del diacetilo y
cuatrocientas veces superiores a las de NADH.

3.6.3. Inhibicién por la acetoina en presencia de NAD.

La no inhibicién de la reaccién por la acetoina demuestra la escasa o
nula afinidad del enzima libre por este producto. Sin embargo es posible,
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TABLA XLIV

Inhibicion por la acetoina

Mezcla de reaccion (emoles) _ k i
3 Actividad diacetilo reductasa

Diacetilo NADH Acetoina en  moles de diacet. reduce./min.
12 0,0 57,5
12 0,6 12 57,5
12 0,6 60 55
12 0,6 120 57
12 0,6 — 192
12 0,6 240 189
12 0,6 — 42,5
12 0,6 240 44,5
12 0,6 240 44,5
12 0,6 S 121,5
12 0,6 240 122
12 0,15 — 46,5
12 0.15 240 48

Condiciones de ensayo: Temperatura, 25°C; pH, 6,1 (lampén fosfato 0,05 M.); pre-
paracién enzimética, liofilizado de la fraccion aceténica 1 —1.3. Acetoina, diacetilo
y NADH, variables. Volumen, 3 mls.

como de hecho ocurre en algunos mecanismos de reaccién, que la fijacién
de uno de los productos al enzima aumente la afinidad por el otro, en cuyo
caso la acetoina podria mostrar un efecto inhibidor en presencia de canti-
dades suficientemente elevadas de NAD para mantener inmovilizada
una considerable cantidad de enzima en forma de complejo binario enzi-
ma-NAD.

Para estudiar esta posibilidad se prepararon las soluciones adecuadas
de reactivos, cuyas concentraciones se ajustaron a las deseadas midiéndolas
por el método de OWADES y JAKOVAC y por su absorbancia a 340 y 260
mye para las de diacetilo, NADH y NAD, respectivamente; la de acetoi-
na se calculé por pesada. Como preparacién enzimatica se utilizé una sus-
pensién de 40 mgrs. de liofilizado de la fraccién aceténica 1-1,3 en
10 mls. de tampén fosfato bisédico monopotasico 0,5 M. pH 6,1; para
comprobar la estabilidad de la misma se efectuaron seis controles de ac-
tividad a lo largo del experimento.
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El sistema de anilisis se establecié, para la inhibicién respecto al
diacetilo, como sigue:

Cubeta de referencia: Preparacién enzimética en tampén fosfato
0,5 M. pH 6,1, 0,3 mls. NADH, 0,6 t moles. Diacetilo, variable entre
12 y 12 pmoles. Acetoina, variable entre 0 y 230 [tmoles. NAD, 12
t moles.

Cubeta muestra: Como la anterior, omitiendo la suspensién enzima-
tica y el NAD.

Y para la inhibicién respecto al NADH:

Cubeta de referencia: Preparacién enzimitica, 0,3 mls. NADH, varia-
ble entre 0,15 y 0,6 j moles. NAD, 12 ‘p. moles. Diacetilo, 12 p moles.
Acetoina, variable entze 0y 230 . moles.

TABLA XLV

Inhibicién de la reaccién por la acetoina en presencia de NAD.

Mezcla de reaccién (Pemoles) Actividad diacetil
ctividad diacetilo

reductasa en nmoles de

NADH Diacetilo NAD Acetoina  diacet. reduc /min.
0,6 12 - S 245
0,6 12 12 — 129
0,6 4 » il 58
0,6 1,2 » — 27
0,6 12 » 230 126
0,6 4 » 230 57
0,6 1,2 » 230 31
0,6 12 » 115 134
0,0 4 » 115 56
0,6 1,2 » 115 28
0,6 12 » - 130
0,3 » » — 95
0,15 » » - 49,5
0,6 » » 230 128
0,3 » » 230 88,7
0,15 » 5 230 51,2
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Cubeta muestra: Como la anterior, omitiendo la preparacién y el
NAD.

La temperatura de ensayo (25°C) se controlé tomando las mismas
precauciones que en los experimentos descritos anteriormente.

Los resultados obtenidos figuran en la tabla 45. Como puede obser-
varse, la acetoina tampoco mostré ningin efecto inhibidor en presencia

de NAD.

VIL. 4. DISCUSION

En la mayor parte de las experiencias efectuadas, las velocidades ini-
ciales resultaron ser funcién lineal de la concentracién de enzima en las
mezclas de reaccién, al menos entre los margenes utilizados habitualmen-
te en los ensayos. Sin embargo pudo comprobarse que en algunas deter-
minaciones llevadas a cabo con suspensiones de liofilizado de polvo ace-
ténico no se seguia este comportamiento, mostrando las representacions
graficas un descenso en la pendiente correlativo al incremento en la con-
ceniracion de enzima. ‘ N

La falta de linearidad en las répresentabiones gréficas de la actividad
en funcién de la concentracién de enzima se deben, en general, a: 1) Equi-
librio de la reaccién muy desplazado hacia el sentido inverso, de tal modo
que el sistema resultase inhibido por la presencia de pequefias cantidades
de productos. 2) Insuficiente concentracién de substratos en la mezcla de
reaccién. 3) Presencia de un inhibidor en las preparaciones enziméticas.
Las dos primeras posibilidades, que conducirian a una determinacién in-
correcta de las velocidades iniciales con mayor error cuanto mis rapida
sea la reaccién (y en consecuencia cuanto mayor sea la concentracién de
enzima en el medio) fueron descartadas por los siguientes hechos experimen-
tales: (a) En el capitulo V ha quedado establecido que la reaccién es esen-
cialmente irreversible y, por lo tanto, su equilibrio es muy favorable al
funcionamiento de la reaccién en el sentido diacetilo-acetoina. (b) La ace-
loina no inhibe la reaccién y el NAD sélo lo hace perceptiblemente a con-
ceniraciones muy superiores a las del NADH. (c) Las gréficas obtenidas
en los registros de actividad en funcién del tiempo dan lineas rectas al me-
nos durante un periodo apreciable (superior a 30 segundos en las determi-
nacionales mas rapidas) lo que demuestra que en este espacio se mantienen
las velocidades iniciales. (d) La actividad fue funcién lineal de la concen-
tracién de enzima en otras experiencias realizadas empleando la misma téc-
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nica determinaiiva; estos resultados prueban que las condiciones de en-
sayo son adecuadas.

Por tanto, es evidente la presencia de un inhibidor en los sistemas que
presentaban este comportamiento anormal. La persistencia de la inhibi-
cién al cambiar el medio de suspensién de las preparaciones enzimaticas
demuestra que el inhibidor se encuentra en el propio liofilizado y la impo-
sibilidad de retirarlo por dialisis, que pone de manifiesto que es una sus-
tancia de un tamafio considerable o que forma un complejo muy fuerte
con el enzima, obliga a comprobar sistematicamente su ausencia en todas
las partidas.

Se han comprobado los efectos de la concentracién de hidrogeniones
sobre la actividad diacetilo reductasa. Las representaciones graficas de las
velocidades iniciales de reaccién en funcién del pH del medio de anilisis
han puesto de manifiesto la existencia de un maximo de actividad a pH
6-6,2 y un pico secundario a pH 6,8, con una relacién de altura entre am-
bos de act. a pH 6,8/act. a pH 6,1 aproximadamente igual a 0,9.

Estos resultados plantean la posibilidad de que en el higado de ter-
nera existan dos especies enziméticas distintas capaces de catalizar la re-
duccién de diacetilo a acetoina acoplada a la oxidacién del NADH y NAD.
Sin embargo, el hecho de que este perfil de pH se repita en las muestras
procedentes de las diferentes etapas de purificacién, con relaciones de al-
lura entre ambos picos aproximadamente constantes, hace poco probable
esta posibilidad; aunque no pueda descartarse totalmente la existencia de
dos diacetilo reductasas, seria muy dificil que las dos presentasen la misma
sensibilidad a la acetona e idéntica respuesta a la cromatografia en DEAE,
caracteristicas que dependen de factores tan complejos como son el tama-
fio y la configuracién molecular, el nimero de grupos polares y el ba-
lance y distribucién de cargas positivas y negativas.

Los resultados obtenidos podrian interpretarse mas facilmente admi-
tiendo la existencia de una sola especie de diacetilo reductasa con dos cen-
tros activos diferentes por unidad enzimatica o incluso la participacién de
dos amino4cidos distintos en el mismo centro activo.

La actividad diacetilo reductasa crece ininterrumpidamente en el
rango de 3,5 a 38,5° C. en que se estudié el efecto de la temperatura, sin
que a los 38,5 C. se haya alcanzado la llamada «temperatura éptimas,
valor que no ha sido investigado puesto que, al depender tanto de la ener-
gia de activacién de la reaccién como de la inactivacién del enzima a tem-
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peraturas elevadas, sélo es véalido en las condiciones experimentales uti-
lizadas y carece de significado préctico.

Los efectos de la temperatura sobre la velocidad de las reacciones se
deben a que al aumentar ésta aumenta correlativamente la proporcién de
moléculas con la energia necesaria para reaccionar. El calculo de la ener-
gia de activacién da una idea de la barrera termodindmica que tienen que
salvar las moléculas de los substratos para convertirse en productos y la
comparacién entre las energias de activacién de la reaccién en ausencia y
en presencia del enzima refleja la eficacia de éste para reducir la citada
barrera, modificando los enlaces que han de romperse con el fin de que la
reaccién transcurra mas facilmente.

Este dato es de gran interés cinético, pero sélo ha podido ser obtenido
excepcionalmentie puesto que la mayor parte de las reacciones enzimaticas
no se efectian espontdneamente, o lo hacen tan lentamente que resulta muy
dificil realizar determinaciones correctas de velocidad, como ocurre con
la propia reduccién del diacetilo a acetoina en presencia de NADH. En
cambio, si se conocen los valores de energia de activacion correspondientes
a un gran niimero de reacciones enzimaticas que, en conjunto, caen dentro
del intervalo de 1.000 a 25.000 calorias/mol., situdndose los valores mas
frecuentes en torno a 10.000 cal/ mol (véase Sizer, 1943; GUTFREUND,
1968), a los que se aproxima la energia de activacién de la reduccién en-
zimética del diacetilo, que hemos calculado en 14.400 cal./mol.

El Q1o de la reaccién, entre 5y 25°C., se ha estimado en 2,5, valor
que puede ser considerado normal. Debe recordarse que el uso de coefi-
cientes de temperatura es solamente un método aproximado para indicar
el efecto de ésta sobre la velocidad de reaccién, la cual no es funcién lineal
de la temperatura en grados centigrados como se desprende de la ecuacién
VII. 26, derivada de la ley de ARRHENIUS.

(Ec. VII. 26)

K=A.c /KT

en la que K es la constante de velocidad, 4, el factor de frecuencia total
de encuentros entre las moéculas de los reaccionantes, E la energia de
activacién, R la constante de los gases y T la temperatura absoluta.

Las representaciones primarias de la inversa de las velocidades ini-
ciales de reaccién en funcién de la inversa de la concentracién de un subs-
trato a molaridad fija del otro dan lineas rectas que se cortan por encima
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de la linea base y las representaciones secundarias de las intersecciones de
éstas con el eje de ordenadas dan a su vez dos nuevas rectas. A partir de
estas representaciones se han calculado los siguientes valores para las
constantes de quilibrio de la reaccién.

K diacetilo 22yl DV

K NADH = 3,12 X 10-4 M.

K diacetilo — B LR
=1X 10-4M.

K’ NADH

que caen dentro del rango en que suelen encontrarse los de las 6xido-re-
ducciones catalizadas por enzimas dependientes de los piridin-nucleéticos
(véase v. g. DALzIEL, 1962; BraGG, 1965).

La constante de velocidad (K = V/e) no ha podido ser determinada
por desconocerse la concentracién de enzima. Sin embargo si es conoci-
da «V», la velocidad maxima a la concentracién de enzima utilizada en la
experiencia, lo que ha permitido comprobar la concordancia entre los valo-
res experimentales y los teéricos obtenidos del desarrollo de la ecuacién
general de velocidad VII. 22. Tambiéh se cumple aproximadamente la
ecuacién VII. 23, segiin la cual:

Ka X K= K, XK’

Estos resultados excluyen como posibles mecanismos de la reaccién
todos aquellos que no vienen descritos por la ecuacién general de veloci-
dad y dejan como modelos més probables los siguientes:

a) Mecanismo al azar, en el que los complejos ternarios enzima-subs-
trato A-substrato B proceden indistintamente de la fijacién del substra-
to «B» a los compejos binarios enzima-subs. «A» o de la fijacién del
substrato «A» a los complejos binaribs enzima-substrato «B», correspon-
diendo al esquema.

ko
E + A—eLEA EA’—=E + A’
K .
/ AB ~— — EAB’
A kN K
E+ B —EB EB —>E+ B
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Estos modelos dan lugar a ecuaciones de velocidad complejas que
incluyen términos cuadrados, por lo que las representaciones doblemente
inversas no son lineales. Sin embargo estos términos se eliminan en las
reacciones en que la interconversién de los complejos ternarios es tan
lenta que actiia como limitante de la velocidad. En este caso, que es el més
general, se cumple la ecuacién VII. 22 y los pardmetros cinéticos re-

presentan:
V=K.e
Ka=k;; Kp=ks

K’a = k7; K’b = k3
para la reaccién en el sentido A + B= A’ + B,y

V=K.e

Ka’ = ko; Kp» = ke

K’a’= kg,' K‘b) = k_!
paraelsentido A’+ B’= A + B

b) Mecanismo ordenado—En este tipo de mecanismo uno de los
substratos se combina con el enzima libre mucho mas rdpidamente que el
otro, de tal modo que en realidad sélo existe una via para la formacién de
los complejos ternarios.

kq
E+ A—EA
ko
ks ks
EA + B_——EAB EAB—EA’ + B’
ky kg

Entre las reacciones mas importantes que obedecen a este mecanismo
figuran las catalizadas por una gran variedad de deshidrogenasas depen-
dientes del NAD y NADP (véase v. g. DaLzIEL, 1962 y 1963; MAHLER y
col,1962; RavaL y WoLFE, 1962 y 1963; ZEWE y FrRoMM, 1962; WRATTEN y
CLELAND, 1963). La ecuacién de velocidad viene dada por VII. 22, pero
las constantes cinéticas son ahora:
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AY V. K, \Y ks

kl = S i kg = k,; = (1 + )
e.K'g e.K’, e.K'p ks
V' .k V. ks \'A ks
ky =— ks = kg = a1+ —)
koe —V’ ke —V e.K'p kg4
V. Ky \'A
ks = —— kg =
e.K,» e.K’a’

a

en que V representa la velocidad maxima en el sentido A + B= A’ + B’y
V’ la velocidad maxima en el sentido inverso. La caracteristica mas esen-
cial que permite distinguir este mecanismo es, como se deduce del esquema
anterior, que solamente A, el llamado «substrato conductor» (que tiene
que ser obligatoriamente el primero en interaccionar con el enzima) y no
B, es inhibido competivamente por su propio producto.

¢) Mecanismo de Theorell-Chance—Es una variante del anterior,
en que ks es mucho mayor que k7, ky mucho mayor que ke, (ks + k7)
mucho mayor queks y (k2 + ks) mucho mayor que ks, lo que origina
que las concentraciones de los complejos ternarios sean muy bajas, de modo
que el primer producto, B’, parece 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.
B—B
A+ EZT—AE = AE “E+ A
B—PB

Este mecanismo se distingue experimentalmente porque las represen-
taciones doblemente inversas tienen la forma habitual, pero el producto A’
(y no B’) compite con el substrato A y B’ (y no A’) con B.

La irreversibilidad experimental de la diacetilo reductasa hace impo-
sible la evaluacién de la totalidad de las constantes de velocidad, que exige
efectuar determinaciones en los dos sentidos de la reaccién, por lo que los
datos obtenidos son insuficientes para poder distinguir con seguridad cuél
es el mecanismo que realmente opera entre los tres que se han sefialado.
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Las pruebas de inhibicién por los substratos han demostrado que la
producida por el NAD es competitiva respecto al NADH y no competitiva
respecto al diacetilo, lo que significa que el NAD se fija al enzima en el
mismo punto que el NADH. La acetoina, en cambio, no muestra ningiin
efecto inhibidor sobre la reaccién tanto en presencia como en ausencia de
NADy en el amplio rango de concentraciones utilizado.

Estos resultados concuerdan con los que corresponden a un orden
obligatorio de disociacién del complejo enzima-producto A’- producto B’,
lo que descarta la posibilidad de que la reaccién siga un sistema al azar,
a menos que se admita, y es extremadamente improbable, que se siguen
mecanismos diferentes para la formacién y para la ruptura de los com-
plejos ternarios. El substrato conductor en este sistema de orden obliga-
torio serd el NADH, el tnico que es inhibido competitivamente por su pro-
pio producto, y las constantes de velocidad tendran el significado:

A% \Y \'
k= = = pM-1!sec!
e. K’ NADH e(1 X 10-3M.) e - 100
\' KNnapg V 3,12 X 104 M A%
ko= . = . =3,12 - —sec—1
e K’ 'NADH e 1 X 10-¢M. e
\ ky A ky
ks= 1+ )= 1+ ) pM-1lsec!
e . K’ diacetilo ks e - 40 ks
V. ke V’(3,12.V/e)
k4= =
kee — V° 3,12.V—-V
V. ky Vv ks
g ko= (1 +—)
ke —V e.K’ acetoina ky
V. K NAD \Y
ks = kg=
e.K’NAD e.K’NAD

siendo V y V’ las velocidades maxima de reaccién en el sentido directo e
inverso, respectivamente, expresadas en p.moles/segundo.

La ausencia de efectos inhibidores por la acetoina tampoco es concor-
dante con lo que cabia esperar en un mecanismo del tipo del de THEORELL
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CHANCE, pero este esquema podria ser vilido admitiendo que el complejo
binario enzima-NAD tiene muy poca afinidad por el citado producto. El
mecanismo de THEORELL CHANCE se caracteriza porque las concentracio-
nes de los complejos ternarios durante la reaccién son muy bajas y la velo-
cidad estd limitada por la disociacién de los complejos binarios E — A’
para el sentido directo y E — A para el inverso, de tal modo que
k; = V/ey ks = V’/e (DaLziEL, 1962). Aplicando a estas ecuaciones los
valores experimentales obtenidos, tendremos:

Vv
ki = ———————  pM-lsec!
e. 100
A% v’
ky=3,12 sec™l= y V’iguala por tanto a 3,12 V.
e e
V k4 V V’ kz/kge— V’
kg= ——— (1 + )= a1+ —7 )
e.40 k5 e - 40 \" k7/k7e——V
\Y 3,12V.3,12 (V/e)/3,12(V—YV) \Y
ks = a + Y= (1 + 3,12)
e. 40 v-L/v—v) e - 40
4,12V
k= ———— pM-1sec!
e .40
k4= Infinito
ks = Infinito.
\4
Vv’ ks \'& V. —/(V—=V)
ko= L et o (a+ = )
e. K’b7 k4 e qu’ 3,12 (V N ?/V—V)
3,12V 4,12 V \%
ke = - 1,32= pM-1sec !, k;= sec™1
e. K’y e -k e
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Se cumple que ky » ko, (ks + ko) » k3, ks » ky y (ks + k) » kg,
pero la aplicacién de este esquema exigiria en el caso que nos ocupa que
V, la velocidad méxima en el sentido diacetilo-acetoina, fuese 3,12 veces
menor que V’ a idéntica concentracién de enzima. Esta condicién no pa-
rece compatible con el hecho de que no pudo obtenerse actividad aprecia-
ble alguna en el sentido inverso atin utilizando concentraciones de acetoi-
na y NAD hasta 0,25 M y 0,01 M., respectivamente, pero tedricamente es
admisible que la afinidad por la acetoina pueda ser tan escasa que 0,25 M.
esluviese aiin lejos del valor de su constante de MICHAELIS.

Los resultados obtenidos sefialan, por lo tanto, que la reaccién sigue
un curso ordenado —al que, por otra parte, obedecen la mayor parte de
los sistemas catalizados por deshidrogenasas dependientes de los piridin
nucle6tidos— pero no permiten discernir con absoluta seguridad si opera
un mecanismo de orden obligatorio clasico (que es lo més probable), en
que la concentracién de los complejos ternarios es alta y la velocidad estd
limitada por la interconversién de los citados complejos, o la variante de
THEORELL-CHANCE.

CAPITULO Vil

DISCUSION GENERAL

VIII. DISCUSION GENERAL.

Algunos de los resultados expuestos en los capitulos anteriores plan-
tean la f)osibilidad de que en el higado de ternera haya mas de una es-
pecie enzimdtica con actividad diacetilo reductasa. En favor de esta hipé-
tesis se pueden citar los siguientes hechos:

(1) Los perfiles de pH muestran la existencia de dos picos de activi-
dad,apH 6-6,2y a pH 6,8.

(2) Intracelularmente la diacetilo reductasa se halla localizada fun-
damentalmente en la fraccién soluble, pero las fracciones particuladas
(en especial mitocondrias y lisosomas) dan cuenta también de una propor-
cién considerable de la actividad.
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(3) Las cromatografias en Sephadex G-100, utilizando como eluyen-
tes tampones fosfato de fuerza i6nica en torno a 0,7, dan dos bandas de
actividad claramente diferenciadas.

(4) En las cromatografias en DEAE-22 la actividad se eluye en
cuatro bandas y en dos en las efectuadas en DEAE-32.

Sin embargo estos datos no tienen que ser interpretados necesaria-
menle como demostrativos de la heterogeneidad de la diacetilo reductasa
en el higado de bévido, puesto que:

(a) La relacién entre la actividad a pH 6,1 y 6,8 se mantiene cons-
tante a lo largo de las distintas etapas de purificacién, lo que obliga a ad-
mitir que, de no tratarse de una sola especie enzimatica, las dos hipotéti-
cas especies presentan idéntico comportamiento frente a los sistemas de
fraccionamiento utilizados, y esto es muy poco probable.

(b) Aunque no es infrecuente que los sistemas enzimaticos localiza-
dos en més de una fraccién intracelular tengan caracteristicas bioquimi-
cas y cataliticas distintas, también es cierto que en la inmensa mayoria
de los casos una misma especie enzimitica se recupera en varias fracciones,
incluso los llamados enzimas marcadores (véase MAHLER y CORDES,
1968, pags. 393-404).

(c) La proporcién relativa de la actividad recuperada en las dos zonas
de elucién en las cromatografias en Sephadex varia con la fuerza iénica
del eluyente y a determinadas fuerzas iénicas sélo se recoge una banda,
lo que constituye un valioso argumento en favor de la existencia de una
sola especie enzimdtica en distintos grados de asociacion.

(d) En las cromatografias en DEAE casi la totalidad de la actividad
diacetilo reductasa se recupera en una sola banda.

El balance de los argumentos citados en los apartados anteriores fa-
vorece a la hipétesis de la existencia de una especie tnica de diacetilo re-
ductasa en el higado de ternera, que estd poderosamente reforzada por el
comportamiento homogéneo frente a todas las demas técnicas de fraccio-
namiento utilizadas; tal vez el dato mas significativo en este sentido venga
representado por la respuesta uniforme en los estudios cinéticos, muy en
especial en los relacionados con los efectos de la concentracién de substra-
tos sobre la velocidad de reaccién y en cierta medida por la influencia de
la temperatura sobre la actividad enzimética.

El conjunto de datos que se recogen en los distintos capitulos pone
de manifiesto la existencia de ciertas propiedades comunes a la diacetilo
reductasa de higado de ternera y a la de origen bacteriano: 1) Comporta-
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miento frente al sulfato aménico. 2) No necesidad de cofactores. 3) Inca-
pacidad de catalizar la reaccién en el sentido acetoina-diacetilo. Aunque
exislen muy pocos datos relativos al enzima microbiano para decidir si
se irala o no de especies enzimaticas de igual o similar naturaleza, al menos
con respecto al sistema descrito por BrRyn, HETLAND y STORMER (1971)
las diferencias son manifiestas en cuanto a su especificidad: al contrario
de lo que ocurre en los extractos de A aerogenes fraccionados por el mé-
todo de BRYN y col. nuestras preparaciones purificadas no tienen ac-
tividad butilénglicol deshidrogenasa que, en el higado de bovino, es un
enzima distinto y separable de la diacetilo reductasa. Parece también claro
que en los tejidos animales es menos abundante que en los sistemas mi-
crobianos, atin admitiendo ciertas reservas en lo que se refiere a la concen-
tracién celular calculada por BRYN y col.

Uno de los problemas que complica considerablemente los estudios
cinéticos de la diacetilo reductasa es el caracter irreversible a todos los
efectos practicos del sistema. Tedéricamente no es admisible una reaccién
cinética irreversible en términos absolutos; sin embargo parece indudable
que en condiciones fisiolégicas la diacetilo reductasa sélo puede operar
en el sentido diacetilo-acetoina: las concentraciones de acetoina y NAD
normalmente presentes en los tejidos de los mamiferos son mucho mas
bajas que las maximas utilizadas en nuestros experimentos sin que pudiera
observarse produccion de diacetilo. WESTERFELD (1945) da cifras de ace-
toina en sangre del orden de 0,2 mM. y las de NAD se hallan en torno a
0,1 mM (LeviTAS y col., 1947). .

La razén mas probable de esta irreversibilidad, en vista de los resul-
tados que figuran en el capitulo VII de esta tesis, es la escasa o nula
afinidad del enzima libre y del complejo enzima-NAD por la acetoina,
sin que pueda descartarse la participacién en el mismo sentido de la etapa
de conversién de los complejos ternarios E — A’ — B’en E — A — B,
cuya constante de velocidad no ha podido ser determinada precisamente
por el caricter irreversible de la reaccién.

La presencia de este enzima en los tejidos animales y el hecho de ha-
berse detectado actividad butilénglicol deshidrogenasa en el higado de ter-
nera abren un amplio campo de especulacién en torno al papel desempe-
fiado por las rutas metabélicas en las que participan la acetoina y el dia-
cetilo.

Se desconocen los mecanismos de produccién de diacetilo en los tejidos
animales e incluso si es sintetizado por éstos. La presencia de al menos dos
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enzimas que lo metabolizan, la diacetilo mutasa de GREEN y col. (1947)
—actualmente identificada con la piruvato oxidasa (SCHWEET y col.
(1951); Junt y HEym (1956)— y la diacetilo reductasa, en especial este
iltimo, sugieren la existencia de alguna ruta que conduzca a su sintesis en
los animales. No parece acorde con el sentido econémico de los sistemas big-
l6gicos que se produzca un enzima tan altamente especifico y ampliamente
distribuido como la diacetilo reductasa si no va a tener posibilidad de ac-
tuar por falta de substrato.

Teniendo en cuenta las afirmaciones de Junt (1952, b) relativas
a la no participacién del acetato-lactato en la sintesis de acetoina en los teji-
dos animales, que se forma por condensacién del acetaldehido libre y el
acetaldehido activado, y admitiendo con la mayoria de los autores que la
acetoina no se oxida a diacetilo en los sistemas biolégicos, parece que la
finica ruta posible para la produccién de diacetilo es la condensacién de
acelaldehido activado y acetil-CoA (SpeEckman y CoLrLins, 1968, b). En
la sintesis por este camino, a partir de dos moléculas de piruvato se pro-
duce una de diacetilo, cuya reduccién a butilénglicol oxida dos moléculas
de NADH a NAD. Como quiera que para la sintesis de acetil-CoA a partir
de piruvaio se reduce una molécula de NAD, el balance global de la ruta
es la oxidacién de una molécula de NADH por cada dos de piruvato gas-
tado y el aciimulo de una sustancia probablemente inocua.

En situaciones de anaerobiosis parcial provocada por insuficiencia
accidental de)riego sanguineo (por un exceso de trabajo, por ejemplo)
esto permitirfa seguir metabolizando carbohidratos via glicolisis y tende-
ria a reducir el acimulo de lactato y piruvato que no pudiera ser canali-
zado hacia el ciclo de KREBs para ser finalmente oxidado en conjuncién
con la cadena respiratoria. La ubicacién intracelular de la diacetilo reduc-
tasa parece sumamente adecuada para el desempeiio de esta funcién.

De otro lado, la localizacién preferentemente hepética de este enzima
podria sugerir funciones de otra naturaleza. KReBs y PERKINS (1970) han
intentado hallar un significado a la presencia de una gran actividad alcohol
deshidrogenasa en el higado de los mamiferos, pese a que en la mayoria
de ellos sélo se encuentran trazas de su substrato. Sin embargo, mediante
una técnica enzimitica de determinacién, demuesiran que en la sangre de
la vena porta de las ratas son normales concentraciones del orden del
0,045 mM. de etanol, producto, al menos en gran parte, del metabolismo
de la flora microbiana intestinal.
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Es bien sabido que algunos de los microorganismos del tubo diges-
tivo de aves y mamiferos son buenos productores de diacetilo. Parece,
por tanto, bastante razonable prever la presencia de cantidades notables
de éste en la sangre de la vena porta y, puesto que de la estructura de su
molécula cabe deducir un poder téxico considerable, no es improbable que
la diacetilo reductasa juegue en el higado un papel detoxicante similar al
del alcohol deshidrogenasa.

Si se demostrase en los tejidos animales la existencia de un sistema
de sintesis de diacetilo, este papel podria verse ampliado a los casos en los
que el aporte de lactato, y por tanto piruvato, sobrepasara las posibilida-
des de consumo de éste.

CONCLUSIONES

1.—Se propone un nuevo procedimiento para el andlisis de acetoi-
na y diacetilo en muestras de ambos compuestos basado en la separacién
del diacetilo por destilacién a 65° C.bajo corriente de nitrégeno y en la
determinacién de éste por el método de Owapgs y Jakovac en los destila-
dos y de la acetoina en los residuos de destilacién por la técnica de WEs-
TERFELD modificada en los siguientes sentidos: a) Incubar las muestras
a 20° C. b) Preparar una gréfica patrén para cada serie de determinacio-
nes. ¢) Efectuar las lecturas a los 90 minutos de incubacién.

Este procedimiento permite efectuar determinaciones a niveles de
hasta 0,2 p. p. m. con recuperaciones de diacetilo del 99,5 % = 2,5y de
acetoina de 102 % = 1.8. Su sensibilidad y precisién son comparables
a las del método descrito por SPECkMAN y COLLINS (1968,' a) y alas de
las técnicas de cromatografia gaseosa con detector de llama, teniendo sobre
éstos la ventaja de ser mas simple y mucho maés facilmente adaptable al
andlisis simultdneo de largas series de muestras.

2.—Por primera vez se demuestra la existencia de diacetilo reduc-
tasa en el reino animal. Mediante técnicas colorimétricas y espectrofoto-
métricas se ha detectado actividad diacetilo reductasa en diversos érga-
nos y tejidos de varias especies de aves y mamiferos entre los que parece
tener una amplia difusién, aunque debe ser menos abundante en las célu-
las animales que en las bacterias a juzgar por las cifras calculadas por
BrYN v col. (1971) en Aerobacter aerogenes y por los datos de actividad
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especifica de los extractos brutos publicados para ésta y otras especies bac-
terianas por STRECKER y HARARY (1954) y SEITZ ¥ col., (1963, b).

3.—Para la purificacién de la diacetilo reductasa de higado de bovino
se propone el siguiente procedimiento: 1) Preparacién de un polvo ace-
ténico. 2) Extraccion de éste con cuatro volimenes de agua. 3) Precipita-
cién fraccionada entre 1 y 1,3 volimenes de acetona (referidos al extracto
acuoso de polvo aceténico) y liofilizacién del precipitado. 4) Extraccién del
liofilizado con 10 volimenes de agua. 5) Cromatografia en DEAE - 22
eluyendo con tampén fosfato pH 6,3 0,025 M.

Siguiendo esta técnica se consigue multiplicar la actividad especifica
por un factor de 250 con rendimientos del orden del 4 por ciento, referidos
a los extractos acuosos 1/10 de higado.

Los liofilizados de la fraccién que precipita enire 1 y 1,3 volimenes
de acetona y las muestras purificadas por cromatografia en DEAE-22 ca-
recen de actividad NADH-deshidrogenasa inespecifica y butilénglicol
deshidrogenasa que pudieran interferir en los anlisis y son, por tanto,
adecuadas para la realizacién de estudios cinéticos.

4.—FEn la reaccién catalizada por el sistema enzimdtico estudiado no
hay consumo de oxigeno, produccién de anhidrido carbénico, ni de 4ci-
dos y por cada molécula de diacetilo reducida a acetoina se oxida una de
NADH. El enzima no requiere activadores metéalicos ni cofactores adicio-
nales, por lo que la estequiometria de la reaccién queda establecida en la
siguiente forma:

CH;-CO-CO-CH; + NADH, CH3-CO-CHOH-CH;3 + NAD

que coincide exactamente con la de la catalizada por la diacetilo reduc-
tasa (Ec. V. 2).

5—1La diacetilo reductasa de higado de bévido es un enzima clara-
mente distinto de la butilénglicol deshidrogenasa y del sistema piruvato
oxidasa-diacetilo mutasa. Las preparaciones purificadas no catalizan la
oxidacién del NADH utilizando como substratos acetoina o piruvato ni
muestran actividad acetato deshidrogenasa alguna que pudiera inducir a
error en la interpretacién de la estequiometria de la reaccién.

6.—La reduccién del diacetilo por la diacetilo reductasa de higado de
ternera es irreversible a todos los efectos practicos atin a concentraciones
de hasta 10 mM, respecto al NAD y 240 mM. respecto a la acetoina, muy

Lt

superiores a las que son fisiolégicas en los tejidos animales.
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Esta conclusién coincide con las publicadas por STRECKER y HARARY
(1954), Srtz y col. (1963, a) y SpEckmaN y CoLLINS (1968, b) para la
reaccién catalizada por el/los enzima/s de origen bacteriano a partir de
resultados obtenidos en una gran variedad de condiciones experimentales y
empleando diversas técnicas analiticas. Aun considerando que las carac-
teristicas de los enzimas que catalizan una misma reaccién pueden ser muy
diferentes segtin su procedencia, parece conveniente descartar la posibili-
dad de que el diacetilo pueda producirse a partir de la acetoina por oxida-
cién de ésta bajo la accién de la diacetilo reductasa a menos que se apor-
ten pruebas en sentido contrario.

7—Las preparaciones purificadas por fraccionamiento con acetona
no muestran una gran especificidad hacia el NADH, que puede ser susti-
tuido por el NADPH. En cambio, el enzima es muy especifico con respec-
to al diacetilo, que no es reemplazable por sustancias tan similares como
la dietilcetona, acetilacetona, acetona, hexanodiona, piruvato, oxaloace-
tato o «-cetoglutarato.

La especificidad hacia el diacetilo parece ser tan considerable que
tanto el enzima libre como el complejo enzima-NAD tienen muy poca o
ninguna afinidad hacia la acetoina, el producto relacionado con el diacetilo
en la reaccién. Este hecho constituye muy probablemente la causa de la
irreversibilidad del sistema, aunque no se descarta la posibilidad de que
radique en la etapa de conversién del complejo ternario enzima-NAD-ace-
toina en enzima-NADH-diacetilo, cuya constante de velocidad no ha
podido ser determinada precisamente por el cardcter irreversible de la
reaccion.

8.—La diacetilo reductasa estd localizada preferentemente en la frac-
cién soluble de las células hepéticas de paloma y de ternera. En el higado
de paloma se recupera en esta fraccién hasta el 90 por ciento de la activi-
dad total; en el de bévido alrededor del 50 por ciento se encuentra ligada
a las particulas, principalmente mitocondrias y lisosomas, pero en la frac-
cién soluble se recupera siempre un porcentaje mas alto de la actividad
total que en cualquier otra.

9.—Los resultados de las cromatografias en Sephadex G-100 sugieren
que la diacetilo reductasa se encuentra al menos en dos estados de asocia-
cién en equilibrio regulado por la fuerza iénica del medio, probablemente
un monémero y un trimero cuyos pesos moleculares han sido calculados
en alrededor de 26.000 y 76.000.

— 304 —

10.—Aunque la diacetilo reductasa en las preparaciones purificadas
no es muy estable a temperaturas elevadas, la actividad crece ininterrumpi-
damente entre 3,5 y 38,5° C. con un Q19, entre 5y 25° C, de 2,5. La ley de
ARRHENIUS se cumple al menos en el intervalo de 3,5 a 28-30°C.;
la energia de activacién de la reaccién se ha calculado en 14.400
cal./mol.

11.—1.a actividad enzimética sigue la ecuacién general de velocidad
para reacciones en las que participan dos substratos (Ec. VIL. 22) al
menos a concentraciones de diacetilo entre 0,05 y 3,9 X 10-3 M. y de
NADH de 0,58 a 2,33 X 10-¢ M. Las constantes de equilibrio de la reac-
cién en el sentido diacetilo-acetoina se han calculado, mediante técnicas
de estado estacionario, en:

KNADH = 3,12 X 104 M. K giacetilo = 1,22 X 10-4 M.
K’ NADH = 1 X 10-4 M. K’ diacetilo = 398 X 105 M.

12.—La reaccién catalizada por la diacetilo reductasa de higado de
bévido sigue un mecanismo de orden obligatorio de fijacién de substra-
tos en todo el intervalo de concentraciones de éstos estudiado. Las carac-
teristicas de la inhibicién por los productos (no inhibicién por la acetoina,
inhibicién por el NAD competitiva respecto al NADH y no competitiva
respecto al diacetilo) son concordantes con un mecanismo ordenado clé-
sico en el que el NADH actuase como substrato conductor, pero la irre-
versibilidad del sistema no permite obtener datos suficientes para excluir
como posible la variante de THEORELL-CHANCE.

13.—El pérfil de pH de la reaccién muestra que la actividad diacetilo-
reductasa es maxima a pH 6 — 6,2, con un pico secundario a pH 6,8. Estos y
otros datos podrian sugerir la existencia de méis de una especie enziméi-
tica con actividad diacetilo reductasa en el higado de ternera, pero el ani-
lisis detallado de los datos aportados pone de manifiesto que es muy poco
probable.

14.—Se sugieren dos posibles funciones para la diacetilo reductasa
en los tejidos animales: la reoxidacién de los piridin-nucleétidos reducidos,
en orden a facilitar el funcionamiento de la glicolisis en condiciones de
anaerobiosis parcial, y un mecanismo de detoxicacién relacionado funda-
mentalmente con la produccién de diacetilo por los microorganismos de
la flora intestinal.
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RESUMEN

Por primera vez se demuestra la existencia de diacetilo reductasa
en tejidos animales. Se ha detectado, por técnicas colorimétricas y espec-
trofotométricas, actividad diacetilo reductasa en diversos 6rganos y tejidos
de varias especies de aves y mamiferos, aunque parece ser menos abundante
en las células animales que en las bacterias. Intracelularmente se distri-
buye con preferencia en la fraccién soluble, lo que sefiala hacia una posible
participacién en los mecanismos de reoxidacién de los piridin-nucleétidos.

La diacetilo reductasa de higado bovino ha sido purificada parcial-
mente por extraccién acetdnica, precipitacién fraccionada con acetona
y cromatografia en columna de DEAE-22-celulosa, con rendimientos del
4 % vy un factor de multiplicacién de la actividad especifica de alrededor
de 250 respecto a los exlractos acuosos originales.

Con muestras purificadas por este procedimiento se ha estudiado el
peso molecular del enzima por cromatografia en gel de Sephadex G-100, el
mecanismo de la reaccién y su reversibilidad, la participacién de cofacto-
res y la influencia del pH, la temperatura y la concentraciéon de enzima,
substratos y productos sobre la actividad enzimaética.

RESUME

On démontre, pour la premiere fois, la présence de diacétyl-reductase
dans une variété de tissus d’animaux. On étudie sa distribution intracellu-
laire en montrant sa conceniration dans la fraction soluble quoiqu’il y a
quelque activité dans la mitochondrie et dans d’autres fractions.

Le diacétyl-reductase de foie bovin a été purifié, en partie, par un pro-
cédé comprenant la précipitation d’acétone d’extraits aqueux de tourtes
d’acétone et la chromatographie sur la cellulose DEAE-22. Par cette métho-
de on obtient un 4 por 100 de I’activité totale avec une augmentation de
250 fois dans Pactivité spécifique sur les extraits aqueux de foie bovin.

Les préparations enzymatiques purifiées par le fractionnement de
’acétone sont tres spécifiques pour 'un des substrats, le diacétyl (butane-
2-3-dione), lequel ne peut pas étre remplacé par du pentane-3-one, pen-
tane-2-4-dione, hexane-2-5-dione, pyruvate, oxaloacelate, a-ketoglutarate
or acétoine (acétyl-methyl-carbinol), mais pas pour l'autre: le NADH
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peut étre remplacé par le NADPH. L’activité enzymatique a son maximun
a pH 6,1 et n’a pas besoin d’ions métalliques. A pH 0,1 la réaction dans
la direction diacétyl-acétone suit la loi d’Arrhenius, au moins de 3,5°C
a 28-30°C; on a calculé que I’énergie d’activation est de 14.400 cal/mol.
Il n’a pas été possible de détecter de l’activité dans la direction contraire
(acéloine-diacétyle).

La filtration de Sephadex gel résolut les préparations enzymatiques
en deux somets d’activité; les poids moléculaires des especes enzymatiques
furent calculés en 26.000 et 76.000. La proportion de la grandeur des
sommets varia selon la molarité de I’éluant (phosphate buffer pH 6.3)
et cela indique que le diacétyl-réductase peut se trouver en deux états
d’association différents (comme monome et comme trinome), ’équilibre
étant régulé par la force ionique du buffer.

On a effectué une ample étude a fin d’expliquer le mécanisme de la
réaction. On a conclu qu’elle suit un mécanisme ordonné mais il n’a pas
é1é possible de distinguer entre le variante classique et le variante de
Theorell-Chance.

SUMMARY

It is shown for first time that diacetyl reductase is pressent in a
variety of animal tissues. Its intracellular distribution is studied, showing
its concentration in the soluble fraction, although there is some activity
in mitochondria and other fractions.

Diacetyl reductase from beef liver has been partially purified by a
procedure involving acetone precipitation of acetone cakes water extracts
and chromatography on DEAE-22-cellulose. By this method a 4 % yield
of total activity is obtained with a 250 fold increase in specific activity
over beef liver water extracts.

Enzyme preparations purified by acetone fractionation are highly
specific for one of the substrates, diacetyl (butane-2-3-dione), which can
not be replaced by pentane-3-one, pentane-2-d-dione, hexane-2-5-dione,
pyruvate, oxaloacetate. ¢ -ketoglutarate or acetoin (acetyl-methyl-carbinol),
but not for the other: NADPH can ben substituted for NADH. Enzyme
activity shows a maximum at pH 6.1 and does not require metallic ions.
At pH 6.1 the reaction in the diacetyl-acetoin direction follows Arrhenius
law at least from 3.5°C. to 28-30°C.; activation energy has been estimated
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to be 14,400 cal./mol. It has not been possible to detect any activity in
the backward direction (acetoin-diacetyl).

Sephadex gel filtration resolved the enzyme preparations in two peaks
of activity; the molecular weights of the enzymatic species were estimated
as 26.000 and 76.000. The ratio of the peaks size varied with the eluant
(phosphate buffer pH 6.3) molarity and this is taken as indicative that
diacetyl reductase can be in two different states of association (as a monomer
and a trimer), the equilibrium being somehow regulated by the ionic
strength of the buffer.

An extensive kinetic study was performed in order to elucidate the
reaction mechanism. It has been concluded that it follows an ordered
mechanism but it has not been possible to distinguish between classical and
Theorell-Chance variants.
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