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INTRODUCCION

La clasificacion de los enzimas ¢ue intervienen en ¢l metabolismo del
diacetilo por reduccién a acetoina y de ésta a butilénglicol es todavia hoy un
problema complejo, a pesar de que los primeros estudios al respecto fueron
realizados hace ya un cuarto de siglo!. Se han descrito por lo menos cuatro
enzimas capaces de catalizar la reaccion diacetilo reductasa: uno especifico
para el NADH', otro para el NADPH2, un terceto que acepta NADH y
NADPH456 y otro mis que utiliza sélo NADH pero puede usar como
sustrato 1 reducir tanto diacetilo como acetoina’?. De ellos, sélo el primero se
encuentra incluido en la Clasificacion de Enzimas de la International Unjon of
Pure and Applied Chemistry-International Union of Biochemistry® que lo clasi-
fica como diacetilo reductasa (con el namero EC 1.1.L5), sin demasiada
justificacién puesto que no se han efectuado estudios de especificidad sobre
este enzima; el segundo es en realidad una a-dicarbonilo reductasa y el cuarto
una a-(hidroxi)-carbonile reductasa, mientras que para el tercero no se conoce
otro sustralo que el diacetilo.

El problema es atin mis complicado en lo que se refiere a las butilénglicol
deshidrogenasas. La Clasificacion Inmernacional de Enzimas incluye dos, la
D(-) butanodiol: NAD éxido reductasa (EC 1.1.1.4) y la L(+) butanodiol: NAD
oxido reductasa (EC 1.1.1.76), pero, por los datos disponibles hasta el mo-
mento, deberian ser retirados de la lista puesto que ninguno de los enzimas
hasta ahora aislades capaces de utilizar la acetvina lo hacen especificamente:
todos ellos aceptan también el diacetilo, incluso mejor que la acetoina misma,
por lo que, en rigor, no pueden ser clasificados como butilénglicol deshidroge-
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nasas. Por otra parte, intemtar clasificar estos enzimas resulta prematuro
puesto que no se dispone de estudios de especificidad completos sobre los
mismos. En el laboratorio de los autores se ha purificado recientemente, a
partir del misculo de muslo de gallina, un enzima que cataliza la reaccion
butilénglicol deshidrogenasa®, del que se han aislado tres formas distinguibles
por su pl, 7,2 el de la mas abundante y 6,2 y 4,8 el de las restantes 0. Como los
demds enzimas de este tipo, acepta también el diacetilo, pero se diferencia de
cllos en que utiliza como coenzima el NADPH ademis del NADH'; se trata
pues, de acuerdo con la norma 17 de la Nomenclatura de Enzimas de la
[.LU.P.A.C.-[.U.B.8, de un enzima distinto de las butilénglicol deshidrogenasas
hasta ahora descritas.

El presente articulo da cuenta de las experiencias realizadas para aclarar
su especiflicidad, al objeto de poder clasificarlo. Incluye también un estudio
previo de la afinidad por los sustratos, que se llevé a cabo para completar los
estudios de especiflicidad con datos que proporcionen informacion acerca del
nivel de eficacia con que el enzima utiliza «in vivo» los sustratos que acepla
«in vitron,

MATERIAL Y METODOS

El diacetilo (BDH} fue purificado por destilacion fraccionada a presion
ambiente, recogiendo la fraccion que destila a 88-89°C, y la acetoina (BDH)
por favado con éter etilico deshidratado y libre de peréxidos. El hidroxibutirato
y ¢l 2,3-pentanodiol, fueron cedidos por el doctor Stérmer (Unijversidad de
Oslo, Blindern, Noruega) y el diacetil-metil-carbinol por el doctor Lépez (Uni-
versidad de Bochum, Alemania). El acetil-etil-carbinol fue sintetizado a partir
de hidroxibutirato por el procedimiento recomendado por LARSEN y col.'. El
NAD, el NADP, el NADPH y el B-NADH fueron suministrados por Boehringer
y ¢l a-NADH por Sigma.

El NADH y el NADPH se determinaron por su extincion a 340 mp, y el
diacetilo, la acetoina y el butilénglicol por el procedimiento descrito por
FUERTES y col.'2. La rotacion dptica especifica de las muestras se midio en un
electropolarimetro Perkin Elmer 241 utilizando la banda del sodio y cubetas de
1 dm de paso de luz y 5 ml de capacidad.

La obtencion y purificacion de las distintas especies enzimiticas utiliza-
das se llevd a cabo segin se describe en'@, Las actividades enzimdlicas se
midieron siguiendo los cambios de la absorbaneia a 340 mp correspondientes a
la oxidacidn (0 reduccidn, en su caso} del coenzima en la siguiente mezcla de
reaccion, salvo indicacion en contrario: 1ampén fosfato bisédico monopotdsico
0,3 M de pH 7, 1 ml; sustrato, 11,35 pmoles; coenzima, 0,6 pmoles; prepara-
cion enzimdtica y agua, hasta 3 ml. Las medidas se efectuaron en un Hitachi
Perkin Elmer 200 o en un Beckman DBGT, con las cubetas termostatadas a
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25*C. Como unidad se considera la cantidad de enzima que reduce 1 nmol de
acetoina/min en las citadas condiciones de analisis.
RESULTADOS
Especificidad de sustrato y coenzima
En la Tabla 1, se resumen los resultados de los ensayos de reduceion por
TABLA 1

Especificidad de sustrate y coenzima de las Formas enzimdticns que entalizan la
reacciéon butilénglicol deshidrogenasa en ¢l misculo de gallina

Especie de pl 7,2 Especie de pl 6.2 Esperie de pl 4.8
ACTIVIDAD* ACTIVIDAD* ACTIVIDAD*
SUSTRATO NADPIR B-NADH aNABH  NADPH BNADH a.NAIMI NADPEL BNADI g-NAI
Addehidos:
acetaldehido 1. Ir. 0 tr. 0 1] tr. 0 0
elinxal P S | 0 .83 g 0 389 13,1 0
metilglioxal 895 157 0 50 t, 0 10,3 . 0
Vonocetonns:
acelona 0 0 0 0 0 0 0 } 4]
2. bimtanona 0 0 0 0 0] 0 tr. tr. 0
pentane-3-ona 0 0 0 0 0 0 ir. ir, 0

Cetodendos:

piruvisto sodico 0 ", 0 0 0 0 0 0 0
oxalucetalo 7.6 (] 0 0 0 1] ] 0
g-cetoglutarate 0 0 0 0 0 0 tr. 0 0

Dicetonas no recinales

jentano-2bdiona } 0 0 0 1] 1] ir. Ir. 0
hexano-2.5-diona 0 0 0 0 1] 0 0 0 0

Esteres de cotodcidos

pirnvate de etile #3,7 53,1 8,05 .2 4.4 0 62,8 16,8 0
piruvate de metile 66,9 30,3 0 236 0 0 41,7 119 0
aceloacetate de etilo 59,6 16,8 0 216 0 0 24,1 65 0

Dectonas recinales

diacetilo 93,5 16,7 0 80,7 5 0 731 20,1 0
pentano-2,3-diona 104} 52,2 1] 100 5.4 {} 85 23 0
Carbinoles
acelning 16 31,2 tr. 15 1.4 0 16,1 LT
aeetil-etil-carhinol 17.5 36,7 tr. 298 2 0 36,3 10,62 0
diacetil-metd-carbinol 46,6 29,2 0 30,1 2 0 38.9 9,06 0
glicolaldelhido 162 3.3 0 7.6 ar 1] 15.9 b0
gliceraldehido 88.1 50,6 St 824 6 Ir. 100 302 0

Los resultades se expresan en témminos de % de lo actividad obtenida con of sustrato y coenzima mejor
utilizacle por cada forma cnzmatica en niestras condiciones experimentales,
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las tres formas del enzima de diversos sustratos potenciales con B-NADPH,
3-NADH y g-NADH como donadores de hidrogeno. Puede observarse que la
especificidad de las tres especies enzimaticas estudiadas es cualitativamente
idéntica: todas ellas wtilizan los dos B-piridin-nucleaticos y no el a-NADH,
aunque el isoenzima de pl 7,2 muestra en presencia del piruvato de etilo y
gliceraldehido una pequeiia actividad, probablemente debida a la presencia de
impurezas de B-NADH e¢n a preparacion del coenzima que, a pesar de ser de
la mejor calidad existente en el mercado, representan hacia un 3 % segin el
catalogo del fabricante. Asimismo, [as tres especies enzimdticas resultaron ser
claramente mds activas en presencia de B-NADPH que de B-NADH, especial-
mente en el caso de la de pl 6,2 que, en nuestras condiciones experimentales,
utilizé el primero hacia diez veces mis ripidamente que el segundo.

Los tres isvenzimas se comportan también del mismo modoe {rente a los
distintos compuestos ensayados como sustrato aceptor de hidrogeno, redu-
ciendo los compuestos de cadena lineal o ramificada que complen las condi-
ciones de: a) poseer dos grupes carbonilo no cargados o un carbonilo no
cargado y un hidroxi-carbonilo y b) hallarse estos en posiciones vecinas. A
estas reglas sélo hace excepceion, entre los sustratos probados, el acetnacetato
de etilo, con el que las tres formas enzimdticas muestran cierta actividad a
pesar de encontrarse sus dos grupos carbonilos separados por un CH,. Este
hecho podria ser debido a que la configuracion molecular del acelvacetato de
etilo dejase a los citados grupos carbonile a una distancia similar a la que
tienen en los dicarbonilos vecinales, ya que parece ser éste un requisito
indispensable en vista de que la introduccion de un CH, entre los dos grupos
cetonicos de la 2,3-pentanodiona, el mejor de los sustratos probados, la con-
vierte en inaceptable por el enzima. La forma de pl 7,2 presenta también
cierta actividad, aunque escasa, frente al oxalacelato con NADPH como coen-
zima, que se considera debida a una pequeda contaminacion de las prepara-
ciones enzimdticas con alguna de las numerosas y abundantes malato deshi-
drogenasas de las que disponen los tejidos animales.

En la Tabla Il se recogen los resultados obtenidos en experiencias simila-
res, en las que se determind la actividad del enzima en la oxidacion de
diversos sustratos utilizando NADP como aceptor de hidrégeno. Con todos los
compuestos empleados la actividad fue muy inferior a la medida en ¢l sentido
reductasa, a pesar de que se usaron concentraciones de sustrato 16 veces
mayores v de coenzima cinco veces superiores. Los resultados son nueva-
menle semejuntes para los tres isvenzimas, con escasas diferencias cualitali-
vas que probablemente son debidas sobre todo a las dificultades de cuantificar
actividades enzimdlicas tan pobres como las que se obtuvieron en estos ensa-
yos. A pesar de ello, se ha detectado una clara actividad deshidrogenasa por lo
menos con pentano-2,3-diol, butilénglical y glicolaldehido y, con las prepara-
ciones de las especies de pl 6,2 y 7,2, mds activas, con lactado de etilo y
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TABLA I

Reversibilidad de la reaccién catalizondora por las distinias formas enzimaticns®

Achvidad relativa®®

SUSTRATO REDUCTOR F.depl 7.2 F.de pl 6,2 F. de pl 4.8
Glicol NC (3y NC (2t
Glicerol 3.25 (116 NC (200, NC (14t
Butilénglicol 11 (2% 31 16y 38 (6}
Pentano-2,3-diol 100 3y 100 ¢ 1) 100 (5
Acetoina NC (230, 25 (1) NC (100
Acetil-enl-carbinol NC (217 6 (200, NC (120
Glicolaldehido 2,75 (55 7.5 (7T 27 (2

Lactato de etilo 2,480 1167, 9 (75 NC (91

* Se utilizaron los sustratos reductores ivdicislos a lie concentracion de O, 18 mM y come coenzima NADP
0,003 mbl.

** Expresada como poreemaje de e ebienida con ol sustrato mejer milizado por cada forma enzimitica,
Las vifras entre paréntesis indican la relacion aproximada entre la actividad en sentido directo (reductasa) o
inversi deshidrogenasa), NC= actividad wo coantificable en las condiciones experimentales usadas,

glicerol. A destacar que con la especie enzimatica de pl 6,2 se obtuve una
fuerte actividad con acetil-etil-carbinol y, sobre todo, con aceloina, que no son
usados por las otras dos ni, aparentemente, por ninguna de las preparaciones
enzimdticas de cualquier origen hasta ahora obtenidas.

Estercoespecificidad

Dado que alguno de los productos y sustratos de eslas reacciones presen-
lan esterevisomeros, se estudio la estereoespecificidad del enzima midiendo la
rotacion aptica de la acetoina producida a través de la reduccion del diacetilo.
A tal fin se utilizé una mezela de reaccion con un amplio exceso de diacetilo
con respecto al NADPH, tratando de evitar en lo posible la reduceion de la
acetoina formada a butilénglicol con ¢) NADPH no consumido. Los resultados
abtenidos (Fig. 1) ponen claramente de manifiesto que en todos los casos se
produce L{+}-acetoina, con una rotacion optica especifica de +226,4" (s.d. +
20,5).

Afinidad por el coenzima

La afinidad hacia el coenzima se midié caleulando, a pH 7 y 25°C, la Ka
aparente para el NADPH y el NADH a una concentracion fija de acetoina
proxima a la saturacion (hacia 5 veces la constante de Michaelis para este
sustralo). Las representaciones de la actividad inicial (v) en funeion del co-
ciente entre la eitada actividad y la concentracion de sustrato a que fue
obtenida (vis), dieron los siguientes valores (Fig. 2): Especie enzimatica de pl
7,2, Ka*P™= 3.5 (s.d. - 0,12) pM; Ko™ = 167 (s.d. = 17) pM. Especie de pl
6.2, Ku "= 54 (s.d. + 0,16) pM; K. =168 (s.d. % 5,1) pM. Especie de pl
4.8, KoM= 3.8 (s.d. + 0,13) pM.
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Afinidad por los sustratos

La Tabla I resume los estudios de afinidad a pH 7 y 25"C de 1empera-
tura efectuados con sustratos que pudieran ser utilizados por el enzima en los
sistemas bioldgicos. Como coenzima se utilizo ¢l NADPH a concentracion
saturante (0,2 mM). Puede observarse que existen diferencias de afinidad muy
acusadas entre los distintos sustratos probados y bastante notables 1ambién
entre las tres formas enzimidticas. Por ejemplo, la de pl 6,2 muestra mayor
afinidad por el glioxal y el diacetilo que las otras dos y la de pl 4,8 da valores
de K para la pentano-2,3-diona y el gliceraldehido comparativamente muy
altos. Esta es una situacion frecuente entre las distintas formas de un mismo
enzima y generalmente obedece a razones funcionales.

TABLA 111

Afinidad por los sustratos, Km®smnten,lyenidas a pH 7 y 25°C y concentracion
smturante de NADPH*

Fuema de pl 3.8

Forma de pl 7.2 Forma de pl 6.2

Sustrato variable Km { pM) Km ( M) Km ( pM)
Penmtane-2.3 diona 60 (£ 1,2) 97 (% 2,9 675 (% 53)
Gliceraldehida 26 (% 1,6) 20+ 4.3 566 (+ 39
Meril glioxal 102 (£ 5.4 98 (= 3.4 -
Glioxal 522 (+ 49) 53 (% 3.8 41 (2 19
Aceluina 2.590 (+ 146) 2013(=710) 164 (£ 167)
Diacetilo 109 (2,5 38 (+ 2,0) -

* Se wilizd wna concentracion de NADPH 0,2 mM.

DISCUSION

Los resultados obtenidos dejan pocas dudas acerca de la especificidad del
enzima estudiado. Las tres formas aisladas catalizan la reduccion reversible de
grupos carbonilos a L{+)-hidroxi-carbonilos, aceptando como sustratos a redu-
cir a-dicarbonilos, a los que transforman en g-hidroxi-carbonilos, o los propios
a-hidroxi-carbonilos, que convierten en L(+) glicoles, y como coenzima
NADPH o NADH. En las experiencias efectuadas ¢l NADPH se mosiré mds
eficaz que el NADH; sin embargo, los estudios de afinjdad pusieron de mani-
fiesto que las coneentraciones de coenzima usadas fueron saturantes para el
NADPH vy silo semisaturantes para ¢l NADH, por lo que la actividad con éste
en condiciones de saturacion debe ser muy poco inferior a la observada con
aquél.

De acuerdo con las normas 16 y 17 para la Clasificacion y Nomenclatura
de Enzimas de la International Union of Pure and Applied Chemistry y la
International Union of Biochemistry?, las tres formas estudiadas han de ser
clasificadas como un mismo enzima. No existe en la Clasificacion de Enzimas
de la LU.P.A.C.-1.U.B.5, ni (en Io que alcanza el conocimiento de los autores)
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se ha deserito, ninguno de las caracteristicas del aqui estudiado. Se trata pues
de uno nuevo al que, segtin las citadas normas, corresponde el nombre siste-
mitico de L{(+)-glicol: NAD(P) éxido-reductasa y la inclusion en la clase 1,
subelase 1, sub-subelase 1; como nombre recomendado, dado que ha podido
ser demostrado el funcionamiento de la reaccion en el sentido recogido en el
nombre sistemdtico, se propone el de L-glicol deshidrogenasa.

Los estudios de afinidad hacia el coenzima ponen de manifiesto que, en el
misculo de gallina, este enzima opera casi exclusivamente con NADPH. En
efecto, considerando que las concentraciones de uno y otre piridin-nucledtico
en ¢l midsculo deben ser del orden de 0,05-0,1 mM'3, se deduce que se
encuentra pricticamente saturade de NADPH, cuya molaridad vendri a si-
tuarse hacia 10-30 veces su K™™' y escasamente a un 30 % de saturacion
con NADH. Esia situacién determina una gran desproporeion entre el nimero
de moléculas de enzima que operan con uno u olro coenzima; de la ecuacion
IV.704, aplicable cuando los dos sustralos que un enzima uliliza se encuen-
tran en el medio a la misma concentracion, como sucede aproximadamente en
este easo, se deduce que

(E - NADPH)  ABH

(E - NADH) Ko

donde (E - NADPH)E - NADH) representa la proporcion entre las moléeulas
de enzima ligadas al NADPH y al NADH. Sustituyendo en esta ecuacion los
valores calculados para las constantes de Michaelis con NADH y NADPH, se
obtiene que de cada 100 moléculas de enzima hacia 97 operan ligadas al
segundo y solo 3 al primero. Estas cifras son silo indicativas, puesto que la
ecuacion en que se basan corresponde a reacciones monosustrato y no puede
aplicarse direcltamente a una bisustralo como ésta, pero suministran una
informacidn en lineas generales vilida.

Las Ka"™™* calculadas para los sustratos se han obtenido en condiciones
de saturacion con el coenzima y deben corresponder, por tanto, a las constan-
tes de Michaelis reales. En general, cabe decir que los sustratos que presentan
mayor afinidad por el enzima son el gliceraldehido, la pentano-2,3-diona y el
diacetilo, los mismos que fueron utilizados con mayor actividad en los ensayos a
concentracion fija de sustratos, Para el gliceraldehido, las formas de pl 7,2 y
6,2 dan valores de Km en torno a 0,03 mM y para la 2,3-pemanodiona de
0,06 - 0,09 mM, que ponen de manifiesto que la afinidad del enzima por estos
sustratos es muy alta. Para el diacetiln, la especie de pl 6,2 da una Ka de
0,038 mM aproximadamente igual a la calculada por MARTIN y BURGOS'S para la
diacetilo reductasa de higado de ternera, que era el enzima de mayor afinidad
por este sustrato descrito hasta el momento; la de pl 7,2 presenta una
Kot = 0.1 mM, todavia notablemente inferior al valor, superior a 1 mM,
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que se obtiene normalmente con las diacetilo reductasas de otros origenes
{3,16-18). Aunque los autores no disponen de datos ciertos sobre concentracio-
nes de diacetilo, gliceraldehido y 2,3-pentanodiona en el tejido muscular de las
aves, parece muy probable que no sea inferior a 5 pM (véase 3,15 y 19) lo que
daria una relacion concentracion fisiologica/Km muy razonable, indicativa de
que estos enzimas reducen eficazmente los citados sustratos «in vivos,

El glioxal y el metilglioxal muestran también una alta afinidad por el
enzima, con valores de K por lo general entre 0,1 y 0,5 mM. La aceloina, en
cambio, resulla un mal sustrato, situdindose su Km en torno a 2-2,5 mM, cifras
que, si bien son semejantes?® y aiin inferiores3 a las obtenidas por otros
aulores para esta reaccion, quedan mis de 200 veces por encima de las
concentraciones de acetoina esperables en tejidos animales?2'-22; es evidente
que una diferencia tan considerable entre Km y concentracion fisiologica del
sustralo en enzimas como éstos, por los que compiten gran nimero de com-
puestos, debe levar a que su eficacia en el masculo como acetoina reductasa
sca despreciable,

RESUMEN

El enzima responsable de la actividad butilénglicol deshidrogenasa en el
miisculo de gallina cataliza la reduccion reversible de los g-carbonilos a
a-hidroxicarbonilos y de éstos a los correspondientes L(+)-glicoles, aceptando
como coenzima NADH ¢ NADPH. Sc trata de un nuevo enzima al que, de
acuerdo con las normas de la LU.P.A.C.-1.U.B., corresponde el nombre sis-
temdtico de L{+)-glicol: NAD(P) oxido-reductasa y para el que se propone el
nombre recomendado de L-glicol deshidrogenasa, Este enzima muestra una
gran afinidad por ¢l NADPH, el diacetilo, la 2,3-pentanodiona y el gliceral-
dehido, sustratos éstos con los que parece operar «in vivos.

SPECIFICITY AND AFFINITY FOR SUBSTRATES OF HEN MUSCLE
BUTYLENEGLYCOL DEHYDROGENASE

SUMMARY

A NAD(P)H-dependent enzyme which catalyzes the butyleneglycol dehy-
drogenase reaction in hen’s muscle reversibly reduces g-dicarboniles 1o
a-hidroxycarboniles and these to L{+}-glycols. Therefore, it is a new enzyme
for which the systematic name of L(+)-glycol: NAD(P) oxidoreductase and the
recommended name of L-glycol dehydrogenase are proposed. The enzyme
shows a large affinity for NADPH, diacetyl, 2.3-pentanedione and glyceral-
dehyde.
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