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INTRODUCCION

Keenan y colaboradores? 1 y, més recientemente, otros autores® !, han
comprobado que el piruvato y el citrato actiian en Lactobacillus casei y Aerobacter
aerogenes como inductores de algunos de los enzimas NADH-dependientes capaces de
reducir el diacetilo, lo que ofrece la posibilidad de controlar la acumulacién de
este compuesto en los alimentos a través de la regulacién de la sintesis de las
deshidrogenasas de su catabolismo por los microorganismos que lo producen. En este
trabajo se informa de las experiencias efectuadas para explorar esta posibilidad en
Streptococcus diacetilactis y Strectococcus liquefaciens.

MATERIAL Y METODOS

Las cepas de S. diacetilactis (ATCC 15346) y S. liquefaciens (NCIB 8256)
utilizadas fueron proporcionadas por la Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo; para su
Propagacién se empleé caldo Elliker. Los experimentos se llevaron a cabo siguiendo
el planteamiento y la metodologia utilizados en los estudios efectuados con
Lactobacillus plantarum y Lactobacillus casei'®, excepto que la ruptura de las células
de S. diacetilactis requirié un tratamiento ultrasénico ms prolongado, en torno a una
hora; asimismo, el medio minimo para el crecimiento de este microorganismo fue
algo mis rico en extracto de levadura (2% en lugar de 0,5%).

RESULTADOS

Los estudios realizados ponen de manifiesto que los dos estreptococos disponen
de actividad diacetilo reductasa NADH-dependiente constitutiva, que, en el caso de
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S. liquefaciens, alcanza cifras de cierta consideracién (Tabla I). Ninguno de los
compuestos ensayados como efectores provoca un aumento significativo de la
actividad basal. Por el contrario, el diacetilo la reprime claramente en ambos
microorganismos, con coeficientes de induccién de 0,29 y 0,47 y una fiabilidad
estadistica satisfactoria (p < 0,05).

Algo semejante ocurre también con la capacidad de reducir diacetilo en presencia
de NADPH (tabla II): los dos gérmenes disponen de una estimable actividad basal,
que en S. diacetilactis se ve fuertemente reprimida por el diacetilo (coeficiente, 0.18;
p < 0,01) y en S. liguefaciens no resulta afectada por ninguno de los metabolitos
utilizados; el butilenglicol parece provocar un ligero aumento de la actividad
enzimética en este microorganismo, pero el coeficiente de induccién ni siquiera
alcanza 1,5 y la probabilidad de que las diferencias con respecto a la constitutiva sean

TABLA 1
Induccién de la actividad diacetilo reductasa ligado al NADH en S. diacetilactis
y S. liquefaciens

S. diacetilactis S. liquefaciens
Actividad especifica® Coefi- Actividad especifica® Coefi-
SRR D (unidades/mg proteina) ciente®® (unidades/mg proteina) ciente®®

Piruvato 3,27 £ 1,18 (p. 0,90) 0,95 44,2 + 13.3 (p. 0.70) 1.12
Citrato 2,87 £ 1,45 (p. 0,70) 0,84 32,1 £ 3.5 (p. 0,30 0.81
Butilenglicol 4,33 £2,16 (p. 0,60) 1,26 343 £ 7.3 (p. 0,50) 0,87
Diacetilo 1,0 £0,38 (p. 0,05) 0,29 18,7 £ 1,8 (p. 0.05) 0.47
Acetoina 2,92 £0,55 (p. 0,60) 0,85 38,3 2.5 (p. 0.90) 0.97
Act. basal 342 £ 1,17 — — 39,5 £ 8,6 — —_

* Media de tres experimentos £ S.D.; la cifra entre paréntesis expresa la probabilidad maxima de que
la diferencia entre ese resultado y la actividad basal sea debida al azar.
** Cociente entre la actividad especifica con el correspondiente efector y la actividad especifica basal.

TABLA 11
Inducecién de la actividad diacetilo reductasa NADPH-dependiente en S. diacetilactis
y S. liguefaciens

S. diacetilactis S. liquefaciens
Actividad especifica® Coefli- Actividad especifica® Coefli-
REELTOR (unidades/mg proteina) ciente®® (unidades/mg proteina) ciente**

Piruvato 10,91 £2,0 (p.0,70) 1,11 9,92 + 3.38 (p. 0,30) 0.81
Citrato 9,62 + 2,47 (p. 0,90) 0,98 11,38 £ 3,57 (p. 0.80) 0,93
Butilenglicol 10,69 £ 1,39 (p. 0,70) 1,09 17,94 4,97 (p. 0,20) 1,47
Diacetilo 1,80 0,42 (p. 0,01) 0,18 15,33 £ 6,73 (p. 0,50) 1.25
Acetoina 11,23 £0,43 (p- 0,50) 1,14 9,59 + 3,32 (p. 0,30) 0,78
Act. basal 0,28 + 2,89 = — 12,21 + 0,47 - —

* Media de tres experimentos & S.D.; la cifra entre paréntesis expresa la probabilidad maxima de que
la diferencia entre ese resultado y la actividad basal sea debida al azar.
** Cociente entre la actividad especifica con el correspondiente efector y la actividad especifica basal.

— 206 —

debidas al azar es alta (p <0,2). La principal divergencia entre ambos estreptococos
radica en el comportamiento frente al diacetilo, que en S. liguefaciens no sélo no
reprime la sintesis de los enzimas responsables de esta reaccién, sino que produce un
coeficiente de induccién algo superior a la unidad, si bien con poco o nulo apoyo
estadistico.

S. diacetilactis dispone de cierta actividad basal butilénglicol deshidrogenasa
ligada al NADH, que no resulta claramente inducida ni reprimida por los compuestos
probados (tabla III); si bien en las experiencias con citrato como efector se obtuvo
un coeficiente de 0,58, la probabilidad méxima de que la diferencia entre la actividad
de las células cultivadas er: presencia de aquél y la de las crecidas en el medio minimo
sea debida al azar es bastante alta (<0,2). S. liguefaciens, en cambio, dispone de una
fuerte actividad constitutiva que no es reprimida por el citrato, aunque tal vez si por
el diacetilo (p<<0,1), y se induce ligeramente por el piruvato, con un coeficiente muy
bajo (1.24) pero un valor de p <0,001. Todo ello pone de manifiesto que las
deshidrogenasas responsables de esta reaccién son distintas en los dos micro-
Organismos.

Por altimo, nuestra cepa de S. liquefaciens no dispone de enzimas capaces de
reducir la acetoina a butilenglicol utilizando NADPH como donador de hidrégeno
(tabla V), ni pueden ser inducidos por el piruvato, el citrato, la acetoina ni tampoco,
probablemente, por el butilenglicol y el diacetilo, a pesar de que en uno de
los experimentos parecié observarse cierta actividad, apenas mensurable. La de S.
diacetilactis presenta actividad constitutiva butilenglicol deshidrogenasa NADPH-
dependiente, pero muy baja; no es inducida por ninguno de los productos ensayados

v es reprimida fuertemente por el citrato.

DISCUSION

El paralelismo existente en el comportamiento de las dos actividades reductoras
de diacetilo de S. diacetilactis frente a los distintos compuestos cuya accién efectora

TABLA 111
Induccién de la actividad butilenglicol deshidrogenasa dependiente del NADH
en S. diacetilactis y S. liquefaciens

S. diacetilactis S. liquefaciens

g Actividad especifica® Coefi- Actividad especifica® Coefi-

EFECTOR (unidades/mg proteina) ciente®* (unidades/mg proteina) ciente®®
Piruvato 1,45 £ 1,18 (p. 0,60) 1,46 79,8+ 1,2 (p. 0,001) 1,24
Citrato 0,57 £ 0,06 (p. 0,20) 0,58 61,0+ 2.6 (p.0,30) 0,95
Butilenglicol 0,64 £+ 0,19 (p. 0,30) 0,65 71,7 £ 12,0 (p. 0,40) 1,12
Diacetilo 1,26 £ 0,52 (p. 0,60) 1,27 40,4 + 16,8 (p. 0,10) 0,63
Acetoina 0,96 + 0,45 (p. 0,90) 0,97 63,2+ 2,1 (p. 0,70 0,98
Act. basal 0,99 + 0,45 — _ 64,2 £ 29 =5 fau

* Media de tres experimentos £ S.D.; la cifra entre paréntesis expresa la probabilidad maxima de que
la diferencia entre ese resultado y la actividad basal sea debida al azar.
** Cociente entre la actividad especifica con el correspondiente efector y la actividad especifica basal.
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TABLA 1V

Induccién de la actividad butilenglicol deshidrogenasa NADPH-dependiente
en S. diacetilactis y S. liquefaciens

S. diacetilactis S. hquefaciens
EFECTOR Actividad especifica® Coefi- Actividad especifica® Coefi-
(unidades/mg proteina) ciente** (unidades/mg proteina) ciente®®
Piruvato 0,38 £0.13 (p. 0,20) 0,68 0 == = SEL
Citrato 0,09 = 0,14 (p. 0,05) 0,16 0 — — _
Butilenglicol 0,54 £0,17 (p. 0,90) 0,96 0.17 £ 0.30 (p. 0.40)
Diacetilo 0,48 + 0,45 (p. 0,80) 0,86 0,41 £ 0,71 (p. 0.40)
Acetoina 0,37 £ 0.14 (p. 0.20) 0,66 0 — _ _
Act. basal 0,56 = 0,14 — —_ 0 - s _
* Media de tres experimentos + S.D.; la cifra entre paréntesis expresa la prnba])iiillad mixima de que

la diferencia entre ese resultado v la actividad basal sea debida al azar.
** Cociente entre la actividad especifica con el correspondiente efector y la actividad especifica basal.

se ha estudiado, permite sugerir que ambas se encuentran catalizadas en este
microorganismo por la misma deshidrogenasa, presumiblemente la diacetilo reduc-
tasa NAD(P)H-dependiente® 5 6 13, Existe otro enzima al que podria ser debido el
citado efecto, la L-glicol deshidrogenasa, pero ésta reduce también la acetoina a
butilenglicol!, por lo que deberia repetirse el mismo patrén de induccién en las
cuatro reacciones medidas y no Ginicamente en las de reduccién del diacetilo, maxime
teniendo en cuenta que las actividades constitutivas butilenglicol deshidrogenasa
fueron muy bajas y no es probable, por ello, que la accién inductora se viese
enmascarada por la presencia de otros enzimas de comportamiento distinto. La
diacetilo reductasa dependiente del NAP (P) H solamente ha sido estudiada en tejidos
animales* 5 6 13 14 pero es perfectamente posible que opere también en micro-
organismos.

Decidir qué enzimas intervienen en la reduccién de la acetoina resulta mas
complicado. Dada la baja actividad basal obtenida, la precisién de los datos en
términos relativos es escasa. No obstante, puede admitirse un cierto parecido entre el
patrén de induccién de la actividad con NADH y con NADPH, por lo que cabe
postular que las dos reacciones son debidas al mismo enzima, una butilenglicol
deshidrogenasa NAD-(P)H-dependiente; la glicol deshidrogenasa podria desempefiar
estas funciones, pero queda descartada por los argumentos ya usados para rechazar
su intervencién en la reduccién de diacetilo. También es posible que operen dos
enzimas distintos, uno especifico para el NADH, probablemente la butilenglicol
deshidrogenasa no inductible observada en L. plantarum'®, y otro parael NADPH, que
habria de ser distinto del que aparece en las especies del género Lactobacillus ya
estudiadas’é por cuanto lo es claramente su patron de induccién.

En S. liquefaciens, los datos para la reduccién de diacetilo medida con NADH se
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asemejan muy poco a los correspondientes a la determinada con NADPH y son, en
cambio, bastante coincidentes con los obtenidos para la reaccién butilenglicol
deshidrogenasa NADH-dependiente. Se deduce, pues, que debe tratarse de un enzima
especifico para este piridin-nucleétido, pero capaz de aceptar tanto diacetilo como
acetoina. Por lo que se sabe hasta el momento, sélo cumple esta condicién la
denominada diacetilo(acetoina) reductasa, purificada y estudiada por Storner y
colaboradores a partir de extractos de Aerobacter aerogenes® !!, cuya existencia en los
microorganismos estd, por tanto, sélidamente establecida. En consecuencia, la
actividad reductora del diacetilo con NADPH ha de ser debida a un enzima
especifico, con toda probabilidad la diacetilo reductasa NADPH-dependiente'®, que
también cataliza esta reaccién en L. casei y L. plantarum y que, como aqui, no se ve
inducida ni reprimida por ninguno de los compuestos probados como efectores'c.

Nuestros datos ponen de manifiesto que la sintesis de la diacetilo reductasa
NAD (P) H-dependiente en S. diacetilactis y la de la diacetilo(acetoina) reductasa en
S. liquefaciens se encuentra reprimida por el diacetilo, lo que puede parecer
sorprendente porque no es muy frecuente que la acumulacién de un sustrato
conduzca al bloqueo de la produccién de los enzimas encargados de consumirlo. No
obstante, el catabolismo del diacetilo tiene lugar de un modo un tanto peculiar, que
podria dar explicacién a este fenémeno: su reduccién a acetoina es casi irreversible,
con una Keq del orden de 400, mientras que el equilibrio de la reaccién butilenglicol
deshidrogenasa se encuentra mucho menos desplazado en favor del sentido reduc-
tasal? !5, Esto determina que cuando en el medio aparecen concentraciones elevadas
de diacetilo, las de acetoina han de ser mucho mayores y las de butilenglicol algo més
elevadas aiin (salvo desplazamientos muy grandes del equilibrio NAD(P)/NAD(P)H
en favor de las formas oxidadas). El butilenglicol resulta muy poco téxico para los
microorganismos, pero la acetoina probablemente lo es mucho més’. Una acumula-
cién excesiva de diacetilo podria conducir, por tanto, a que la acetoina alcanzase
niveles peligrosos, en cuyo caso tendria sentido que se bloquease la produccién de los
enzimas que lo reducen para dirigir su catabolismo hacia otras vias alternativas,
V.g., a su conversién en acetato® .

RESUMEN

El diacetilo reprime la sintesis de los enzimas que lo reducen en S. diacetilactis
y la actividad diacetilo reductasa NADH-dependiente de S. liquefaciens, el piruvato
induce ligeramente la butilenglicol deshidrogenasa ligada al NADH de este micro-
organismo y el citrato reprime la dependiente del NADPH en aquél. Se postula que
S. liquefaciens opera con la diacetilo(acetoina) reductasa y la diacetilo reductasa
especifica para el NADPH y que S. diacetilactis lo hace con la diacetilo reductasa
NAD (P)H-dependiente y, probablemente, con otro enzima no conocido que cataliza
la reaccién butilenglicol deshidrogenasa aceptando NADH y NADPH.
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INDUCTION AND REPRESSION OF THE ENZYMES
WHICH CATALYZE THE REDUCTIVE CATABOLISM OF DIACETYL
IN LACTIC BACTERIA: (Il) STREPTOCOCCUS DIACETILACTIS
AND LIQUEFACIENS

SUMMARY

Diacetyl represses in S. diacetilactis the synthesis of the enzymes involved in its
reduction and the NADH-linked diacetyl reductase activity in S. liquefaciens;
pyruvate slightly induces the NADH-dependent butyleneglycol dehydrogenase in
this organism and citrate represses the NADPH-linked butyleneglycol dehydrogenase
in S. diacetilactis. It is suggested that the reductive catabolism of diacetyl is catalyzed
in S. liquefaciens by diacetyl (acetoin) reductase and the diacetyl reductase specific
for NADH and by the NAD(P)H-dependent diacetyl reductase in S. diacetilactis,
in which another enzyme, likely a butyleneglycol dehydrogenase able to accept
NADH and NADPH, operates too.
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