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SUMMARY

The shape of the primary Hanes’ plots and the inhibition pattern by products and by

a substrate analogue prove that ethyl pyruvate raduction by L-glycol dehydrogenase
from Enterobacter aerogenes proceeds through an Ordered Bi-Bi mechanism with the

coenzyme as the “leading” substrate and that of methyl pyruvate by this same
mechanism or by the Theorell-Chance’s one.

RESUMEN

La forma de las graficas obtenidas al representar por el método de Hanes los
resultados de los andlisis de actividad en ausencia de inhibidores y los patrones de

* Dpto. de Higiene y Tecnologia de los Alimentos. Universidad de Ledn.
** Bste trabajo fué financiado con una ayuda de la Excma. Diputaciéon Provincial de Leon.
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inhibicion por los productos y por un anilogo estructural del sustrato carbonilo (la
acetona) permiten concluir que la reduccion del piruvato de etilo por la L-glicol
deshidrogenasa de Enterobacter aerogenes tiene lugar por un mecanismo Ordenado Bi-
Bi en el que el NADH es el primer compuesto en fijarse a la enzima, y la del piruvato
de metilo por este mismo mecanismo o por el Theorell-Chance.

INTRODUCCION

La existencia de una enzima capaz de reducir la acetoina y el diacetilo fue compro-
bada ya en 1971, a partir de extractos de Enterobacter aerogenes 7. Desde entonces han
aparecido en la bibliografia diversos articulos sobre esta oxido-reductasa 8- 11. 12. 13, 14,
15. 16, pero sélo recientemente se han llevado a cabo los estudios necesarios para
proceder a su clasificacion 2. Tales estudios han permitido descubrir nuevos sustratos
de la enzima y demostrar que se trata de una deshidrogenasa no incluida atin en la lista
de la LUB, para la que se ha propuesto el nombre de L-glicol deshidrogenasa
(NAD+) 2,

El_ presente trabajo trata de la cinética de la reduccién de los piruvatos de etilo y
mc?tﬂ'o, dqs de los nuevos sustratos descubiertos. Ambas reacciones son, a efectos
practicos, irreversibles, por lo que no han podido ser estudiadas en el sentido inverso.

MATERIAL Y METODOS

EI NADH, el NAD y los piruvatos de etilo y de metilo fueron suministrados por
Sigma. La acetona (Merck) fue purificada siguiendo el método de Vogel 1°.
12[-';: l?j?pﬁlia(ilones enzimaticas fueron obtenidas del siguiente modo: se obtuvieron
Saarins ef]el“ asfde Enterobacter aerogenes, cepa ATCC 15038, por el procedimiento
monopotdsi a If) erencia 1 y se suspendieron en 60 ml. de tampon fosfato bisodico-
Labsonic 15‘;1% ;:B‘M de 'DH 114 suspensu’)_n se sonicd en un aparato BRAUT\{ modelo
AT ey a 200 watios -durgnte dos minutos y quince segur_ldos (en pemgdos de
sobrenadante 0s) y se centrifugd a 40.000 x g. durante treinta minutos, recogiendo el
42 om equilig c:jomatog.raﬁanclolo en una column? (':le. DEAE-52 (W hatman) de 2,5 x
pH 7 Ela I. licral é(ij y e'lmda con tampon fosfato b.150c11c:o—monopotas:co 1_0 mM y de
ciones) Lasgmuc; . eshld’rogena_sa no queda reten}d_a y aparece en las primeras frac-
fis co:-] ) stras asi obtgmdas tienen una actividad especifica en torno a 25 Q.I./
» % HNa pureza de aproximadamente un 50%, y carecen de actividades enzimaticas
Cluf Dudlle_ran interferir en los ensayos.
de 12 Z?Jt;;(li)zi:izz;?.igca se deterrpiné espectrgfot(_)fnétricamente siguiendo el cambio
25°C y pH 7 en ta nm DTOGUC{dQ por la 0x1dac:1?q del NADH, a la temperatura de
Pt il Semlilon fosfato b159daco-monopotasmq 50 mM. 3
al de Lineweave]—_éep}zesemaron gréficamente por el método de Hanes que se prefirio
proyeccion en el e'euc{ 1D0r sef mas exacto . Las Ks fueron calculadas como la
s 5 J€ de las abscisas del punto de confluencia de las rectas generadas
Tepresenta [sustrato] /v frente a [sustrato]. Las Km se obtuvieron determi-
nando el punto de interseccion con el gje de abscisas de la recta generada al representar

frente a 1/ [sustrato] las pendientes de las rectas obtenidas para cada concentracion de
sustrato en la representacién primaria.
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Fig. 1.- Reaccion piruvato de etilo reductasa: Grdficas primarias para el cdlculo de Ks por el método
de Hanes. a) Representacion de [NADH] /v en funcién de [NADH]. b) Representacion
de [piruvato de etilo] /v en funcién de [piruvato de etilo]. Las cifras en el interior de las
graficas se refieren a concentraciones de sustrato fijo-variable.

- 129 -



400 mM
/

o
3000 /
- o
S / 2mM
= &
w 20001 _~ 200 mM. § W
@] a =
= o w
5 w5000 / vt
& / o~ 100 mM. o o /
= > . g g
/ 3
& . — 50 mM 2 Y X e S
a ° s a ;5 mM
a
100 ./ /./x/ p— o / /u/ /.
a / o /- M
/ajo '/x /i'/;———d—x———“"‘—’_—_ =
C = e ke
;_——% 10 20 30
(PIRUVATO DE ETILO) mM.
T T T
10 20 30
(PIRUVATO DE ETILO) mM
/ 100 mM
3000 & 50 mi
r 25 mM. 50007 2 mM.
/ S
L]
0 mM
x/ _ u/ 1 mM.
.. 20004 = 2 0,5mM
E3 T 3000 B ‘
= 2 o . 0mM
g o E ﬁ/ / miv.
= o ¥ G g x
o /
o L]
X /
10004 o /"/' %
10004 - /
3 | —* x
X
Q% //x/
; =1 T T T T
25 50 75 100
T T T T (NADH)JJM‘
25 50 75 100
(NADH) pM.

Fig. 2.- Reaccion piruvato de etilo reductasa: Inhibicicn por el lactato de etilo. a) frente al piruvato Fig. 3.- Reaccidn piruvato de etilo reductasa: Inhibicién por el NAD. a) frente al piruvato de etilo,

de etilo; concentracién de NADH, 10 pM. b) frente al NADH; concentracién de concentracién de NADH, 10 M. b) frente al NADH; concentracién de piruvato de
piruvato de etilo, 20 mM. Las cifras en el interior de las graficas representan concentra- etilo, 20 mM. Las cifras en el interior de las gréficas representan concentraciones de
ciones de inhibidor. inhibidor.
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RESULTADOS

Reaccion piruvato de etilo reductasa

La reaccion sigue una cinética Michaeliana en los margenes de concentracion de 2,5
a 50 uM de NADH y de 2 a 30 mM de piruvato de etilo. Al representar [NADH]/v en
funcién de [NADH] (Fig. 1.a) se obtuvieron varias rectas, una por cada concentracién
de piruvato de etilo, cuyas prolongaciones coincidieron a la izquierda del eje de
ordenadas por encima del de abscisas en el punto [NADH] # M = -2, que corresponde a
una Ks para el NADH de 2 p M. La representacion secundaria de las pendientes de las
rectas en funcién de las inversas de las concentraciones de piruvato de etilo a que
corresponden, dio otra recta cuya prolongacién cort6 el eje horizontal en el punto x =
-0,0455 mM -1 = -1/Km de donde se deduce que Km para el piruvato de etilo vale 22
mM. La interseccién de esta recta cortd al eje vertical en 8,4: dado que se utilizaron
22,6 mU.L de enzima por ensayo, V .. = (1/8,4)/0,0226 = 5,27 s moles de piruvato de
etilo reducidos por minuto y U.l. de enzima.

La representacion de [piruvato de etilo] /V frente a [piruvato de etilo] dio una familia
de rectas, una por cada concentracion de NADH (Fig. 1.b), que se cortaron por encima
del gje de_ abscisas en el punto (piruvato de etilo) = -7 mM, correspondiendo a una Ks
para_e’;l piruvato de etilo de 7 mM. Representando las pendientes de estas rectas en

uncion de las inversas de las concentraciones de NADH se obtuvo una recta que corto
al eje de abscisas en 1/ [NADH] = -1/Km = -0,16 # M -1, de donde Km para el NADH
vale 6 L M. Su interseccién en ordenadas fue de 8,5 y, por tanto, Vmax = (1/8,5)/0,0226

= 5,21. La media con el valor anterior resultd ser 5,24 pmoles de piruvato de etilo

reducidos por minuto y U.l. de enzima.

Inhibicién por e} lactato de etilo

|acl{2t;eg:°"tl.cl’” del piruvato de etilo por la L-glicol deshidrogenasa (NAD *) da lugar a
e Olave ?;1 lto. Lg inhibicion por este_compuesto f_rente al carbonilo del que pTOC_ede
N0 safiirant 5 ;I'mmando la actividad piruvato de etilo reductasa a concentracion fija y
86 lactars de ¢ NADH (10 # M) y variable de piruvato de etilo (entre 2.5v30 mM.)’ y
da [Diruvatg eéﬂo (e_nlre 0y 400 mM). Repres?e_ntando [p]ruvatq de etilo] /v en funcidén
BBt & e etilo] se obtuvo una familia de_: rectas (Fig. -2_3), una por cada
pone de ma r.lrde lactato de etilo, que se cortan a la izquierda del eje de abscisas, lo que
no competi?il 1esto que la Il’lhlblIC}OH por el lagtalo de etilo fr{?nte al piruvato de etilo es
funcién de la:a‘ La representacion secundaria de }as pendientes de estas rectas en
imersecci()n concentl_-acmnes de_lactato de f_:ulo dio lugar a una recta cuyo puqto de
posterioridag con 131 gje §|§: abscisas se estimo en 200 mM. Como se _Yera con
Ordenado Bj lgn a discusion, el mecanismo por el que transcurre la reaccion es un
~BL, por tanto, la interseccion en abscisas de la recta vale:

. . K _NADH
X = -K]j lactato de etilo (1 4. em )
[NADH]

P ) - :
d:esset:? Que la concentracion utilizada de NADH fue no saturante, el valor obtenido ha
corregido segiin esta ecuacion. Se obtuvo asi un valor para Ki de 125 mM.
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Para estudiar la inhibicion frente al NADH se determind la actividad enzimdtica a
concentraciones variables de NADH entre 10 v 100 £ M y de lactato de etilo entre 0 y
400 mM, manteniendo fija y no saturante la concentraciéon de piruvato de etilo en 20
mM. Representando [NADH] /v en funcion de [NADH] (Fig. 2.b) se obtuvo una
familia de rectas que se cortan en el segundo cuadrante, de donde se deduce que la
inhibicién frente al NADH es no competitiva.

Inhibicion por el NAD

La inhibicidon por el NAD respecto al piruvato de etilo se estudio determinando los
efectos del NAD sobre la velocidad de reaccidn a una concentracion fija y no saturante
de NADH (10 M), variando la de piruvato de etilo entre 5 y 30 mM y la de NAD
entre 0 y 2 mM. Representando [piruvato de etilo] /v en funcién de [piruvato de etilo]
se obtiene una serie de rectas (Fig. 3.a) que se cortan en el segundo cuadrante lo que
pone de manifiesto que la inhibicion por el NAD frente al piruvato de etilo es no
competitiva.

La inhibicion frente al NADH se estudio trabajando a concentracion de piruvato de
etilo fija y no saturante de 20 mM, variando la de NADH entre 10 y 100 oM y la de
NAD entre 0 y 2 mM. En la Fig. 3.b se representan los resultados obtenidos,
apareciendo una serie de lineas paralelas que demuestran se trata de una inhibicién
competitiva. Al representar las intersecciones de dichas rectas con el eje vertical en
funcién de las concentraciones de NAD, se obtuvo otra recta que cortd al eje de
abscisas en -0,187 mM, de donde Ki para el NAD vale en esta reaccién 0,187 mM.

Inhibicicn por la acetona

Para completar el diagndstico del mecanismo cinético de la reduccion del piruvato de
etilo, se decidid recurrir al empleo de un inhibidor de via muerta. Como tal se eligio la
acetona, un carbonilo no aceptado como sustrato por la L-glicol deshidrogenasa
(NAD*) que ya habia sido utilizado con este fin en el estudio de otras enzimas
similares 3. 10. 17 El tipo de inhibicion producido por la acetona frente al piruvato de
etilo se estudio a concentracion fija y no saturante de NADH (10 g M), variando las
concentraciones de piruvirato de etilo entre 2,5 y 30 mM y las de acetona entre 0y 500
mM. Representando [piruvato de etilo] /v frente a [piruvato de etilo] se obtienen una
serie de rectas paralelas (Fig. 4.a) que ponen de manifiesto se trata de una inhibicion
competitiva. La representacion secundaria de las intersecciones en abscisas de estas
rectas en funcion de la concentracién de inhibidor cort6 el eje horizontal en -125 mM,
de donde Ki para la acetona vale en esta reaccion 125 mM.

Del mismo modo, para estudiar el efecto inhibidor frente al NADH se trabajo a
concentracion fija y no saturante de piruvato de etilo (20 mM) y variables de NADH
(entre 10 y 100 i M) y de acetona (entre 0 y 500 mM). La representacién de [NADH] /v
frente a [NADH] di6 una familia de rectas que se cortan en el eje de ordenadas (Fig.
4.b) como corresponde a una inhibicion de tipo acompetitivo.

Reaccion piruvato de metilo reductasa

La reaccion sigue la cinética habitual en el rango de 10 a 100 # M de NADH y entre
0,625 y 40 mM de piruvato de metilo. A concentraciones superiores a 50 mM se
observd inhibicion por exceso de sustrato. La Ki correspondiente se estimd, por el
método grafico de Dixon, en 60 mM.

- 137 -



En el intervalo en que la reaccién no estd sometida a inhibicidn por exceso de
sustrato, las representaciones primarias de [sustrato] /v frente a [sustrato] generan una
familia de rectas que se cortan a la izquierda del eje de ordenadas (Fig. 5.a y b). De
estas graficas y de la representacion de las pendientes de las rectas en funcidon de 1/
[sustrato fijo-variable], se obtuvieron las siguientes constantes cinéticas: K, NA D H =8
#M, KSN ADH—= 3’2 #M’ Kmmetilpiruvalo =20 mM; Ksmelilpiruvuto =725mM;V
3,92 pmoles de piruvato de metilo reducidos por minuto y U.L de enzima.

max ~

Inhibicion por el NAD

Con NADH fijo y no saturante (10 kM) y concentraciones de piruvato de metilo
entre 5y 40 mM y de NAD entre 0 y 1 mM, las rectas obtenidas en la representacion de
Hanes se cortaron en el segundo cuadrante (Fig. 6.a), mostrando que la inhibicién por
el NAD frente al piruvato de metilo es no competitiva. Cuando el sustrato variable fue
el NADH (entre 5 y 50 4 M), siendo fija y no saturante la concentracién de piruvato de
metilo (20 r_nM), la representacion primaria habitual de [NADH] /v frente a [NADH]
dio una serie de rectas, una por cada concentracién de NAD, paralelas (Fig. 6.b), que
ponen de manifiesto que la inhibicién por el NAD frente al NADH es competitiva. La
Ki para el NAD se obtuvo representando 10s puntos de corte con el eje de ordenadas
;‘11: 1Vc;stas rectas frente a las concentraciones de inhibidor. Su valor resultd ser de 0,125

El estudio de la inhibicion por el producto de reduccidn del piruvato de metilo, el

lactato de} metilo, no pudo efectuarse por no existir en el mercado preparaciones de
buena calidad de este compuesto.

Inhibicion por acetonq

& Oﬁieiitr‘;glg ded la irl'hi‘bicién frente al piruvato de metilo se realizé utilizando
Concentracic')nes e inhibidor entre 0 y SQO mM, utlllzaqdo NADH como sustrato fijo a
Repl’esentan(lj] nlo saturante (10 # M) y piruvato de metilo variable entre 2,5 y 40 mM.
o n? t(')ls resultados obtenidos como [piruvato de metilo] /v en funcion de
A inhibici(’)ne& o] se obtuvo una serie de rectas paralelas (Fig. 7.a) que determinan
ordenadas de e te tpo competitivo. De la representacion de las intersecciones en
valor de Ki g S :’ils rectas en funcion de las concentraciones de inhibidor se obtuvo un
fa inh'b‘p' ra la acetona de 62,5 mM.
Concentre:cjglo?*-freme al NADH se determind utilizandol el sustrato carbonilo a
variando Iy mor) ¥ 1O saturante (20 mM) y el NADH variable entre 5 y 100 £ M,
resultados por elci?itsr;%m} tdB acetona entre 0 y 500 mM. La representacién de los
ordenadas (Fig sistema gener6 una familia de rectas que se cortan en el eje de

. 7.b), 10 ue 0 H - gt v
acompetitiva, que pone de manifiesto que se trata de una inhibicion

DISCUSION

Mecanismo de las reacciones

La reduccién de los

piruvatos de etilo y de metilo por la L-glicol deshidrogenasa
(NAD*) de Enterobact : ” ;

er aerogenes sigue un mecanismo cinético secuencial, como
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demuestra la convergencia de las rectas de las figuras 1 y 5. La aplicacién de las normas
de Cleland para inhibidores de via muerta? pone de manifiesto que el patron de
inhibicién producido por la acetona, que actua en estas reacciones como andlogo
estructural del sustrato carbonilo 19 '3, no es compatible con los mecanismos secuen-
ciados al azar y si lo es con cualquier tipo de sistema secuencial ordenado siempre que
se cumpla la condicion de que el NADH se fije al enzima antes de que lo haga el
piruvato de etilo o de metilo. La discusion queda, pues, limitada al mecanismo
Ordenado Bi-Bi. al de Theorell-Chance v a sus variantes “Iso”, siendo en todos los
casos el NADH el sustrato ““conductor”. Ademas la inhibicién por el NAD (competi-
tiva frente al NADH y no competitiva frente al sustrato carbonilo), obliga a descartar
los dos esquemas “‘Iso” y deja como unicos posibles los dos primeros (véase la
referencia 6).

El lactato de etilo inhibe la reaccion piruvato de etilo reductasa no competitivamente
para los dos sustratos, un patrén incompatible con el sistema de Theorell-Chance. Se
concluye por tanto que la reduccion del piruvato de etilo tiene lugar por un mecanismo
Ordenado Bi-Bi en que el NADH es el primer sustrato en fijarse a la enzima. Este
mismo mecanismo sigue la reaccion piruvato de etilo reductasa bajo la catalisis de otras
enzimas similares % 18 y la reduccién del diacetilo y la acetoina por la estudiada aqui '3
15

La inhibicion de la reduccion del piruvato de metilo por el lactato de metilo no pudo
ser estudiada, por lo que en este caso no es posible decidir si sigue el mismo esquema
o el de Theorel-Chance. Dado que se trata de dos mecanismos de caracteristicas muy
similares, no es imposible que una misma enzima pueda seguir uno u otro segtn el
sustrato sobre el que esté operando (véase, p.e., las referencias 3 y 5).

Afinidad por los sustratos

Las constantes de afinidad obtenidas para el NADH y el NAD son del mismo orden
que las descritas en la bibliografia 13- 14. 15 respecto a otras reacciones de reduccion en
las que interviene la L-glicol deshidrogenasa (NAD *). La afinidad por los compuestos
carbonilo estudiados es, en cambio, sensiblemente mas baja que la que presenta la
enzima hacia otros sustratos alternativos !4, aunque mayor que la de otra oxido-
reductasa metabolicamente emparentada con ésta, la diacetilo reductasa de Staphylo-
coccus aureus 18,
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Epidemiology of saprolegniosis in salmenid fish. (Epidemiologia de la saprolegniosis en

los salmoénidos). )
JM. ALLER GANCEDO. Departamento de Patologia Animal, Sanidad Ammal._
En Torres Rodriguez, J.M. Proceedings of the X Congress of the International Society
for Human and Animal Mycology. J.R. Prous Science Pbl., Barcelona, 318-322 (1988).

SUMMARY

The epidemiology of saprolegniosis in salmonid fish was studied with re_ference ttO
distribution, transmission and factors related to the pathogen, host and environment.

RESUMEN

Se estudia la epidemiologia de la saprolegniosis en los salmonidos, hac;endtr)::
referencia a la distribucién, transmisién y a factores relacionados con el age
patogeno, hospedador y medio ambiente.

Saprolegniosis: especial referencia a los salménidos. (Saprolegniosis, with special refe-

rence to salmonid fish). ) . : sl
JM. ALLER GANCEDO. Departamento de Patologia Animal, Sanidad Animal.

Unidad de Enfermedades Infecciosas.
Pro Veterinario, 8 (3), 9-10, 1988.
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