CATEDRA DE BIOQUIMICA Y TECNOLOGIA DE LOS ALIMENTOS
(Prof. Dr. JUSTINO BURGOS GONZ ALK Z)
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INTRODUCCION

LARSk y ST@RMER (1973) han comprobado que el acetato inhibe la reaccign
butilenglicol deshidrogenasa catalizada por preparaciones enzimiticas de Ae-
robacter aerogenes compitiendo con el butilénglicol por el complejo E-NAD. Por
otra parte, el citado enzima utiliza también el diacetilo (BRYN y colaboradores,
1971), siguiendo a tal obj to un me anismo cinético de orden obligatorio en el
que el NADH es el substrato condu tor, segin se deduce de los datos publica-
dos por JOHANSEN y colaboradores (1973); en consecuencia, la reduccién del
diacetilo tiene lugar asimismo con la formacién de E-NAD como etapa inter-
media y debe esperarse que se encuentre igualmente inhibida por el acetato.

Se desconoce por el momento cudl es el significado biolégico de este
sistema de regulacion de la actividad diacetilo-acetoina reductasa, aunque
LARSEN y STORMER sugieren que ello debe contribuir a incrementar la produc-

ion de butilénglicol y NAD en presencia de concentraciones altas de acetato.
Sin embargo, es muy probable que juegue un papel importante en el metabo-
lismo del diacetilo, la acetoina y el butilénglicol, puesto que el acetato es el
producto resultante del ciclo de Juni y HEYM (1956) y, junto con el acetaldehido
(LoPEZ y colaboradores, 1975), de la escision oxidativa directa de la acetoina

las dos unicas vias de utilizacion de estos compuestos propuestas hasta
ahora— a la vez que, por lo menos en algunos microorganismos, actia como
inductor de todos los enzimas que intervienen en la sintesis de butilénglicol a
partir de piruvato con acetolactato como intermediario. Se consideré, por ello,
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conveniente estudiar con mayor detalle las propiedades de la inhibicion de la
diacetilo reductasa de higado de bovido por el acetato. de la que ya se tenia

constancia por algunos resultados previos.

MATERIAL Y METODOS

El diacetilo y el NADH se obtuvieron de las casas comerciales BDH y
Boehringer, respectivamente; el acetato sodico y el potasico, de Merck.

Las determinaciones de actividad inicial se efectuaron siguiendo los cam-
bios en Eg,q correspondientes a la oxidacién del NADH a NAD en un espectro-
fotometro Beckman DBGT ultratermostatado y provisto de registrador automa-
tico. Las mezclas de reaccién en la cubeta muestra fueron: tampoén fosfato
bisodico-monopotasico pH 6,1, 0,15 mmoles; diacetilo y NADH, 12 y 0,6 micro-
moles. respectivamente, salvo indicacién en contrario; preparacion enzima-
tica, unas 100 unidades; volumen total, 3 mls. Cubeta de referencia: agua
destilada.

Las preparaciones enzimaticas se obtuvieron siguiendo el procedimiento
descrito por BURGOs y MARTIN (1972); se descartaron todas las partidas que no
mostraron una relaccion lineal entre actividad y concentraciéon de enzima en el
rango de 10 a 150 unidades.

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacién del acetato como inhibidor reversible

En la Fig. 1 se recogen los resultados de las pruebas de linearidad entre
actividad y concentracion de enzima, efectuadas con preparaciones incubadas
durante 30 minutos a 0-2°C en (a) agua destilada, (b) acetato sodico 50 mM y
(c) acetato sédico 100 mM. La grafica es lineal en el caso de los testigos
incubados en agua destilada, pero no asi en las preparaciones que contienen
acetato, con una mayor desviacion cuanto mayor €s el volumen de muestra
utilizado y cuanto mayor es la concentracion de acetato en la muestra. Este
comportamiento es el que cabe esperar de una inhibicién reversible.

Por otra parte, las determinaciones de actividad diacetilo reductasa en
preparaciones incubadas a 0-20C en acetato sédico 100 mM y 50 mM, dieron
los siguientes resultados expresados en porcentajes de inhibiciéon respecto a
los testigos incubados en presencia de acetato: (a) incubacion en acetato 100
mM: 42.8 % a los 10 minutos, 41 % a los 20 minutos y 43,2 % al cabo de 30
minutos; (b) incubacion en acetato 50 mM: 34 % a los 10 minutos, 37,4 % a los
20 minutos y 33,5 % a los 30 minutos. La incubacién en acetato potasico da
valores similares. Como puede observarse, los porcentajes de inhibicion son,
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de equilibrio rapido con dos complejos ternarios abortivos: dadas las caracte-
risticas de la inhibicion por el etanol (HERRERO y colaboradores, 1974) cabe
descartar los sistemas al azar. por lo que los resultados seran discutidos
admitiendo que la reaccion sigue el primero de estos mecanismos.

Las representaciones de la inversa de la actividad diacetilo reductasa en
funcion de la inversa de la concentracion de NADH (en el rango de 0.05-0,4
mM) a concentracion fija saturante de diacetilo (4 mM; Ko = 3,98 x 1075
M, Kdiseetiio = 7 22 x 1074 M. Véase MARTIN y BURGOS, 1972) y variables de
acetato sodico entre 0-100 mM, dan lineas rectas, una para cada concentracion
de inhibidor, que se cortan a la izquierda del eje de ordenadas (Fig. 2)
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diacetilo. Al representar (Fig. 4) las pendientes y los cortes en el eje de
ordenadas de las Figs. 2 y 3 en funcion de la concentracion de inhibidor, se
obtienen nuevamente lineas rectas. Asi pues, tanto las representaciones pri-
marias como las secundarias son lineales, lo que indica que no se forman
complejos EI, (para detalles sobre nomenclatura, véase CLELAND, 1963a).

El acetato no puede ser producto de una reaccién de reduccion como la
aqui estudiada y, en consecuencia, sera considerado inhibidor de via muerta
en la discusién que sigue. Para este tipo de inhibicién, en un mecanismo de
Theorell-Chance pueden darse los patrones que figuran en la Tabla 1, de la
que se deduce que las caracteristicas de la inhibicién por el acetato sélo son
concordantes con dos de los siete sistemas posibles: (a) su fijacién al enzima
libre y al complejo EQ, siempre que el primer substrato en fijarse al enzima
sea el NADH vy el altimo producto en disociarse el NAD, lo cual parece lo mas
probable en vista de los datos publicados por HERRERO y colaboradores (1974)
respecto a la inhibicién por el etanol; y (b) su fijacion a todas las formas de¥
enzima que participan en la reaccion (E, EA y EQ) independientemente de si
el substrato conductor es el diacetilo o el coenzima.
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Fig. 4.-Representaciones secundarias en funcion de la concentracion de inhibidor: (e—e)

escala A, cortes en ordenadas de la Fig. 3; (X-X), escala B, cortes en ordenadas de la Fig. 2;

(A-A). escala C, pendientes de la Fig. 2; (0-0). escala D, pendientes de la Fig. 3.
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TABLA 1
Patrones de inhibicién de via muerta para el mecanismo de Theorell-Chance, segun las
normas de CLELAND (1963h)

Fiormas del ' TIPO DE INIHIBICION
m'_l‘_”:;"i:;":l: :f;“. Substrato variable A Substrato variable B
v B <aturante B no saturante A saturante A no saturante
inhibidor
C C ) NC
=) AC C C
AC AC AC AC
C NC C NC
NC NC AC NC
AC AC NC NC
NC NC NC NC
Abreviaturas: E. enzima libre; EA. complejo enzima-primer substrato; EQ, complejo enzima-iltimo producto; C. inhibicion
competitiva; NC. nocompetitiva; AC, acompelitiva; (=), no hay inhibicion.

El mejor modo de distinguir entre estas dos posibilidades hubiera sido
estudiar la inhibicién a concentracién saturante de NADH, que deberia ser
acompetitiva en el primer caso y nocompetitiva en el segundo, pero no ha sido
posible debido a dificultades derivadas, en parte, de limitaciones instrumenta-
les y, en parte, del sistema de analisis. Sin embargo, los resultados obtenidos
permiten hacer algunas consideraciones para aclarar este problema:

La ecuacion de velocidad en ausencia de productos para un mecanismo de
Theorell-Chance que incluya la fijacién de un inhibidor de via muerta al
enzima libre y al complejo EQ, puede expresarse del siguiente modo:

\'

1(1 +(1>-)+ K (1+(1) )+ Ko + KYKbi (1 +(I))
Kiko (A) Kk (B) (A) (B) Kei

en la que (I), (A) y (B) expresan las concentraciones de inhibidor, del substrato
«A» y del substrato «B», Kitgla constante de inhibicién para la fijacién del
inhibidor al complejo EQ y Kkila misma constante referida al equilibrio E + I
= EIL. Esta ecuacién predice que el punto de interseccién en abscisas de las
representaciones secundarias de las pendientes de la Fig. 2 en funcién de (I)
serd igual a —Ker y que las representaciones de las pendientes de la Fig. 3
versus (I cortardn el eje de abscisas en —Kg (1 +(A));dando aKsel valor de

K!
0,312 mM calculado por MARTIN y BURGOS (1972) y puesto que la concentracién

de NADH utilizado fue 0,2 mM, la inseccién en el eje horizontal de la segunda
grifica deberia ser 2,56 veces mayor que la primera cuando, por el contrario,
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son sensiblemente idénticas (Fig. 4). Aunque este tipo de célculos estdn
sujetos a errores importantes, es poco probable que llegasen a suponer un
256 %.

Ademas, las representaciones secundarias de los cortes en ordenadas de
las Figs. 2 y 3 en funcién de la concentracién de inhibidor convergen también
en un mismo punto sobre el eje de abscisas (Fig. 4), demostrando que la
fijacion del NAD no afecta a la afinidad del acetato por el enzima; en cambio,
en el sistema que esta siendo discutido se parte de la base de que la adicion
del NADH la modifica drasticamente, hasta el punto de impedir la fijacion del
inhibidor. Teniendo en cuenta que el supuesto de que el acetato no reacciona
con E-NADH vy si con E y E-NAD exige que el substrato conductor sea el
coenzima, resulta muy dificil dar una explicacion razonable a estos resultados
en términos de tal esquema.

Se propone, por tanto, que el acetato interacciona con todas las formas
enzimaticas que participan en la reaccién, sin que la fijacién de ninguno de los
coenzimas afecte a su afinidad, es decir, siendo Kie = Kiea = Kieo como se

deduce del examen de la Fig. 4.

Constantes de inhibicién y papel biolégico

Puesto que todas las representaciones secundarias cortan el eje de absci-
sas en el mismo punto, la constante de inhibicion viene dada por el valor
negativo de dicho punto, 50 mM. Esta cifra es muy superior a la concentracion
de acetato que cabe esperar normalmente en los tejidos animales (véase
BERGMEYER, 1974), lo que representa que el enzima solo es inhibido cuando la
acumulacion de aquél alcanza niveles mucho mas altos que los habituales.
Puesto que la reduccién del diacetilo a acetoina constituye un paso alternativo
en la produccién de butilénglicol, no parece légico que la inhibicién por el
acetato cumpla el papel sugerido por LARSEN y STGRMER para la de la diacetilo-
acetoina reductasa de A. aerogenes, facilitar la sintesis del citado glicol a
concentraciones elevadas del inhibidor; por el contrario, deberia operar en
sentido opuesto.

Por lo que se conoce hasta el momento acerca del metabolismo del
diacetilo, no es imaginable qué ventaja biolégica puede derivarse de inhibir su
reduccién cuando aumenta la concentracion de acetato. Sin embargo, en un
mecanismo de Theorell-Chance como el que sigue esta reaccién participan las
mismas formas enzimadticas en el sentido directo que en el inverso incluso en
ausencia de productos y, por tanto, el acetato debera frenar por el mismo
mecanismo y con las mismas constantes de inhibicién la oxidaciéon de la
acetoina a diacetilo que la reduccién de éste a aquella. El control por el
acetato de la diacetilo reductasa podria, pues, estar relacionado con el funcio-
namiento de la reaccién en la direccion inversa. A este respecto es interesante
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lmencionar que el ciclo del butilénglicol propuesto por Juxiy Hevw (1956) se
inicia con la oxidacion del butilénglicol a acetoina y de ¢sta d-diacetilo el cual
da lugar a diacetilmetilcarbinol mas acetato en una reacciin catali ‘d,' ¥
diacetilmetilcarbinol sintasa. G

L:a posibilidad de que la diacetilo reductasa catalice la oxidacion de la
acetoina «in vivo» tiene muy poco crédito (entre otros muchos, dos de los
autores de este trabajo han opinado en sentido contrario; véase Dz y colabo-
radores, 1974). No obstante, nuestros resultados indican que la inhibicion por
el acetat‘u puede representar un mecanismo de regulacion destinado a impedir
que un funcionamiento demasiado rapido de las tres primeras etapas del ciclo
del butilénglicol de lugar a un incremento peligroso en la concentracién del
inhibidor. En un sentido estricto no hay reacciones irreversibles; es cierto que
solo excepcionalmente ha podido demostrarse la formacion de diacetilo a partir
de acetoina en experiencias in vivo, e incluso en estos raros casos no consta
que se haya debido a la actuacion de la diacetilo reductasa, pero el equilibrio
termodinamico de la reaccion es muy favorable al sentido contrario y casi
todos los métodos de determinacién de diacetilo resultan comparativamente
poco sensibles (excepto los mejores de cromatografia de gases con detector de
captur‘a electronica que, en lo que conocen los autores, no han sido aplicados a
estos fines) con lo que, si la reaccién diacetilmetilcarbinol sintasa fuese mucho
n'uis rapida que la acetoina deshidrogenasa, podria estar produciéndose diace-
tilo a un ritmo alto sin que su concentracion fuese detectable. De confirmarse
este supuesto en futuras investigaciones, la etapa limitante de la velocidad de
pm.duccién de acetato seria la oxidacion de la acetoina a diacetilo y, por tanto
es justamente ésta, y no la diacetilmetilcarbinol sintasa, la que habria de se;
controlada.

RESUMEN

El acetato inhibe la reaccién catalizada por la diacetilo reductasa de
higado de bovido por fijacion al enzima libre, a EQ y, con un escaso nivel de
incertidumbre, a EA. Esta inhibicion podria representar un mecanismo de

regulacion para controlar la produccion de acetato por las tres primeras etapas
del ciclo del butilénglicol.

RESUME

L’acétate inhibe la réaction catalysée par la diacétyl-reductase de foie de
bovin par fixation a Penzyme libre, a3 EQ et, trés probablement, a EA. Cette
inhibition pourrait représenter un mécanisme de régulation pour controler la
production d’acétate par les trois premieres étapes du cycle de butylenglycol.
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S MMARY

Acetate inhibits the diacetyl reductase reaction catalyzed by the beef liver
enzyme by addition to the frce cnzyme. EQ and. almost certainly, to EA. This
mhibition could represent a regulation mechanism to control acetate produc
tion by the firet three steps of th butyleneglycol cicle.
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