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RESUMEN

Se proponen dos nuevos procedimientos para la purificacion de la L-glicol deshidro-
genasa (NAD*) de Enterobacter aerogenes. Ambos métodos dan preparaciones con un
grado de pureza muy clevado (actividad especifica en torno a 31,5-34 UL/mg. de
proteina), ofrecen un rendimiento muy alto (42-49% sobre la actividad inicial), no
utilizan técnicas lesivas para la enzima y tienen también la ventaja de requerir tiempos
de realizacion cortos (6-8 horas).

SUMMARY

Two new procedures to purify L-glycol dehydrogenase (NAD+) from Enterobacter
aerogenes are proposed. Both of them give very pure preparations (s. a. = 31,5-34 L.U./
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mg protein), with a high yield (42-49% of initial activity), avoid the use of fractionation

;f:(;:hniques harmful to the enzyme and are also adventageous in requiring only 6-8
urs.

INTRODUCCION

Bryn y colaboradores demostraron en 1971 la existencia de una enzima en Enrerobac-
fer aerogenes capaz de reducir el diacetilo a acetoina y ésta a butilénglicol, para la que
Propusieron el nombre de diacetilo (aceotina) reductasa 4. La citada enzima, un tetra-
?;rgei?a?bégmdades de peso _rnolec;ular en torno a 25.000 dalton 8, reduce también la
& ontadions el acetiletilcarbinol !1, presentando una alta afinidad por la ace-

E‘la y llgeramente menor por sus demads sustratos 9 11,
uva:::}q? -?J"pll;lnﬁ[:os aﬁ_os de la década actual se describid su existencia en Saccharomyces
tar su carac-te o) T SIIRMEAC 8 har} }'Eallzado nuevos estudios destinados a comple-
iR ot erlzlacu_)n, con la conclusion de que se trata de una oxido-reductasa no
nasa (NAD®) analhsta de_]a.I.U.B. que debe' recibir el nombre de L-glicol deshldfoge:
S Obtenci.c‘) cllarocf.achmu.anto propuesto inicialmente por Bryn y sus colabora(_:lore:
E‘IeCtmforéticamn e la des:ndrogenasa de Enterobacter aerogenes ‘rinde prepamc")'ne
potential usiie fﬂt_e puras 4. No pbstante presenta el inconveniente de resqltar_ caro,
Sl g esivo para la enzima y muy laborioso: requiere cinco pr'PjCle‘C'cf“ZSe‘
filtession rr;ol eOCS 1cromatograﬁas de mten:cambm ionico, una de adsorc1q11 y otra ’
e YSencillu ar. En el prgsentr?' articulo ‘se ofrecen dos nuevos metonS. muy
ellos es algg infos’ para su purificacion. La ca!ldad de las preparaciones 0bten1da§ con
i €rior a la que se logra por el sistema de Bryn, pero mds que suficiente

mayor parte de las aplicaciones.

MATERIAL Y METODOS

Clh?flrzecpi?[ de Enterobacter aerogenes fueron proporcionadas por la American TYIIJ.S
vadas a (o ethﬂﬂ ¥ por la Czechoslovak Collection of Microorganisms. Fueron cu ti-
309C pars rlrlperatu;a_Optlma (37°C para las ATCC 29940, 29752, 29008 y CCM 25315
gioli 5 SLlpleaS demds), en un agitador mecanico utilizando el medio de Davis ¥ Min-
Radith 4 5 Og[l)entado seglin Kogut y Podoski !°. Las células se recogieron por centrifu-
dieron en -c' Xe d}lrante veinte minutos y, salv_o ‘m'dlcacién en contrario, s¢ suSDEmP}
70, S & °Inco voliimenes de tampén fosfato bisédico-monopotasico 50 mM de p :

Onicaron luego en un Labsonic 1510 mediante 9 golpes de 15 segundos a una

Potencia de 70 W i i dur:
L : g : . durante
treintg Sintton El sonicado se clarificé por centrifugacion a 40.000 x g

a r
Proteina se determing por el método de Lowry 14, excepto en los eluatos de los

Cromatg ; 2 i
a exﬁngr}foqu% ¥y electroenfoques en los que el contenido en proteina se estimo por
rando on a 280 nm., tomando como referencia la seroalbtimina bovina y conside-

0s gue una disolucién de 1 mg./ml absorbe 0,66 3.
Iyn et ﬂsiiyos.qe actividad enzimatica se llevaron a cabo por el método descrito por
unidad ge : ut,'ll_Zanclo como sustratos NAD+ (Sigma) y 2,3 butanodiol (BDH). Como
Sustrato pora::i‘r':gfig se tomd la cantidad de enzima que transforma un p mol de

as o
hacry] gfgglatograﬁas de filtracién molecular en Sephadex G-100 y G-200 y en Sep-
~200 Superfino se realizaron en columnas de 2,5 x 45 cm. equilibradas y eluidas
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con tampon fosfato Na,-K 50 mM de pH 7.,0. Las de intercambio idnico en DE-52, en
columnas de 1.5 x 16 cm.. empleando como eluyente tampon fosfato 10mM de pH 7,0
a un flujo de 70 ml./hora, o de 2.5 x 41 cm., eluidas a 190 ml./hora. Los electroenfo-
ques se llevaron a cabo por la técnica de Avers y Ericksson !, en el rango de pH 3-10.
Para los cromatoenfoques, en el rango 4-8 sobre gel PBE-94 equilibrado en tampé6n
Imidazol-CIH 25 mM de pH 8.0, se utilizaron columnas de 2,5 x 23 cm., que se
eluyeron, a un flujo de 140 ml./hora, con polibuffer 74 (Pharmacia). Las cromatografias
de adsorcion en hidroxiapatita se efectuaron en columnas de 1 x 10 cm. de Biogel HTP
(Bio-Rad), empleando como eluyente, a una velocidad de flujo de 35 ml./hora, un
gradiente lineal entre 50 y 300 mM de tampon fosfato Na,-K de pH 7.0 formado por 75
ml. de cada componente.

Para la realizacion de las electroforesis se siguid la técnica descrita por Provecho et
al '3, Las tinciones para actividad L-glicol deshidrogenasa de los geles se realizaron
segun Hetland er a/® y las de proteina por el procedimiento de Fenner er af 6.

Todos los experimentos se realizaron a 0-4¢C,

RESULTADOS
Eleccion de cepa

Se comprobd la actividad enzimatica de diez cepas de Enterobacter aerogenes, previa
adaptacion de las mismas mediante dos pases en el medio B.H.I. y tres mds en el
utilizado para el cultivo y recogida de las células. Los resultados obtenidos (Tabla I)
ponen de manifiesto que la cepa que proporciona una mayor actividad es la ATCC
15038, que fue la elegida para realizar el resto de los experimentos descritos en este
trabajo.

TABLA I
Actividad L-glicol deshidrogenasa (NAD+) de diversas cepas de Enterobacter aerogenes

Cepa Actividad enzimatica (Unidades/100 ml. de medio)
6 horas 8 horas 12 horas 14 horas
ATCC 13048 4.9 56,7 80,3 61,0
ATCC 15038 27.8 130,5 139.8 82,1
ATCC 15337 0,3 27,6 51,5 499
ATCC 29007 —_ 55.9 12,0 14,4
ATCC 29008 0,05 18.4 55,1 46,4
ATCC 29009 2,7 21,1 539 63,8
ATCC 29010 8.0 304 22,7 16,9
ATCC 29751 20,1 116,7 9,2 15,6
ATCC 29940 35,0 49,1 47,6 77,2
CCM 2531 23,7 843 58,0 68,0

Eleccion del momento optimo de recogida

Se sembraron veinticuatro matraces que contenian cada uno de ellos 160 ml. del
medio de Davis y Mingioli, con un 1% de un cultivo la de cepa ATCC 15038 previa-
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(cepa ATCC 15038) y evolucion de la actividad butilénglicol deshidrogenasa por ml., vy

Fig. 1.- Curva de crecimiento de Enterobacter aerogenes

especifica.

mente adaptada al citado medio mediante tres pases. Se tomaron muestras periodica-
mente siguiendo en ellas el crecimiento por el cambio de extincion a 650 nm. y deter-
minando en los extractos celulares actividad enzimatica y proteina. Se obtuvieron los
resultados de la Fig. 1, que prueban que la mayor actividad total y especifica se obtiene
al cabo de once horas de incubacidn.

Eleccion del tiempo de sonicacion

Alicuotas de una suspension de células suspendidas en cinco volimenes de tampon
fosfato bisodico-monopotasico 50 mM de pH 7 se sometieron a un nimero variable de
tratamientos de sonicacion de quince segundos de duracion a 200 W. de potencia. De
acuerdo con los resultados obtenidos. que se presentan en la Fig. 2 se decidid aplicar

un tratamiento de nueve golpes.

Estabilidad de la enzima

La Fig. 3 a y b recoge la influencia del pH y de la molaridad del tampon sobre la
estabilidad de la enzima. Puede comprobarse que es mds estable a pH 7 o superiores y
a molaridades altas. Bryn y colaboradores utilizaron NAD* v mercaptoetanol para
protegerla durante el proceso de purificacion. Sin embargo la adicién a nuestros ex-
tractos de NAD+ hasta 0,1 mM y mercaptoetanol hasta 25 mM no produjo mejora
sensible en el mantenimiento de la actividad a lo largo del tiempo.

Purificacion de los extractos

Se ensayaron las siguientes técnicas de fraccionamiento: precipitaciones con sulfato
de estreptomicina, sulfato de protamina, sulfato amonico y acetona; cromatografias de
filtracion molecular en Sephadex G-100, G-200 y Sephacryl S§-200 Superfino; cromato-
grafia de adsorcion en gel de hidroxiapatita; electroenfoque, cromatoenfoque y croma-
tografia de intercambio idnico en DEAE-celulosa. Las que ofrecieron mejor resultado
fueron las de intercambio ionico, cromatoenfoque y adsorcion en hidroxiapatita, con
factores de purificacion en torno a 20 en las dos primeras y hacia siete en la ultima. Las
cromatografias de [iltracion molecular dieron resultados relativamente satisfactorios,
con factores de purificacion de 3.5, pero solo en las mejores fracciones, que suponen
hacia el 15% de la actividad recogida (tomando el 50% de la actividad, el factor de
purificacion desciende a 2,6-3). El electroenfoque determiné una mejora sensible en la
actividad especifica de las muestras (factor de purificacion de 3), pero mucho menor
que la alcanzada por cromatoenfoque, técnica que es ademds mucho mds rdpida. Las
técnicas de precipitacion dieron resultados muy pobres, con factores de purificacion
entre 1,3 y 1,6, excepto la de fraccionamiento con sulfato amonico, que permitio alcan-
zar actividades especificas 2-2,5 veces mas altas que la de los extractos, si bien reco-
giendo solo el 50% de la actividad.

A partir de estos resultados, se proponen dos procedimientos rdpidos para la purifica-
cion de la L-glicol deshidrogenasa (NAD*) de Enterobacter aerogenes:

Método A

S_uspéndanse dieciséis gramos de células de cepa ATCC 15038 en 80 ml. de tampdn
Imidazol-CIH 25 mM de pH 8 y sométase la suspension a sonicacion y aclaramiento
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Fig. 2.- Influencia del tiempo de sonicacidn de las suspensiones celulares sobre |

por centrifugacion como se describe en el apartado de Material y Métodos. Cromato-
grafiese el extracto a través de una columna de 2,5 x 23 cm. empaquetada con gel PBE
94 para cromatoenfoque. Eluyase con polibuffer 74 diluido 1/8 en agua destilada ajus-
tado a pH 4.0 con CIH 25 mM, a un flujo de 140 ml./hora, recogiendo fracciones de 10
ml. La actividad se eluye en torno a pH 6,8. Tomense las cuatro mejores fracciones
(tubos 65-68, tiempo de retencion 4,6-4.8 horas) y cromatogranfiense en una columna
de DE-52 de 1.5 x 16 cm. equilibrada con tampon fosfato 10 mM de pH 7,0 y eluida con
el mismo tampén a un flujo de 70 ml./hora, tomando fracciones de 6 ml. Recdjanse las
seis mejores fracciones (tubos 4-9, tiempo de retencion 0,3-0,8 horas). Los resultados
obtenidos por la aplicacion de este método se resumen en la Tabla IL.a.

TABLA ILa
Purificacion de la L-glicol deshidrogenasa (NAD+) de Enterobacter aerogenes por el método A.
Material de partida: 16 g. de células de la cepa ATCC 15038

Act. total Act. especifica Factor de  Rendimiento

Etapa Proteina total
(Unidades) (Unidades/mg purificacion (%)

(mg)
de proteina)

(1) 696 768 11 - -

(2) 19,9% 4144 20,8 18,9 53,9

3) 10,3 3247 313 28,6 423
(1) Extraccion
(2) Cromatoenfoque
(3) Cromatografia de intercambio i6nico en DE-52
* Leida por extincion a 280 nm.

TABLA ILb

Purificacion de la L-glicol deshidrogenasa (NAD+) de Enterobacter aerogenes por el método B.
Material de partida: 10 g. de células de la cepa ATCC 15038

Etapa Proteina total  Act. total Act. especifica Factor de Rendimiento
(mg) (Unidades) (Unidades/mg purificacion (%)
de proteina)

(1) 468 432 0,9 — —
(2) 21,6 3782 19,5 19.4 87,5
(3) 6,3 213 339 31,7 493

(1) Extraccion
(2) Cromatografia de intercambio iénico en DE-52

(3) Cromatografia de adsorcidn en hidroxiapatita.
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Método B

Obténgase un extracto de 10 gr. de células en cinco volumenes de tampon fosfato 10
mM de pH 7.0. Cromatografiese en una columna de DE-52 de 2,5 x 41 cm,, equilibrada
con el tampon de extraccion. Eliyase con el mismo buffer a una velocidad de flujo de
190 ml./hora. tomando fracciones de 6.5 ml. Recdjanse los siete tubos centrales del
pico de actividad (18-24, tiempo de retencion 0,6-0,8 horas) y sométanse a cromatogra-
fia de adsorcion en una columna de hidroxiapatita de 1 x 10 cm. equilibrada con el
tampon fosfato 10 mM de pH 7.0. Elayase con 40 ml. del tampon fosfato Na, - k 50
mM. pH 7 v a continuacion con un gradiente lineal de tampon fosfato bisddico-
monopotasico formado por 75 ml. de buffer 50 mM y 75 ml. de 300 mM. Velocidad de
flujo 35 ml./hora; volumen de las fracciones, 3.3 ml. En los mejores tubos (43-47,
tiempo de retencion 5,5-6 horas) se recoge hacia el 50% de la actividad de los extractos
originales con un factor de purificacién de 37-38.

Electroforesis de las preparaciones purificadas

Las electroforesis en gel de acrilamida de las preparaciones obtenidas por los mé-
todos A y B muestran la existencia de una banda principal de proteina y dos mas, muy
tenues, con menor movilidad electroforética (Fig. 4 a y b). El Rf para la banda principal
se calculd en 0,211.

Al tenir los geles para actividad L-glicol deshidrogenesasa se obtuvo una sola banda
cuyo Rf coincide con el de la banda principal de proteina.

Fig. 4.- Electroforesis en gel de acrilamida. a) Preparaciones purificadas por el método A. b)
Preparaciones purificadas por el método B.

DISCUSION

Los dos procedimientos de purificacion de la L-glicol deshidrogenasa (NAD*) de
Enterobacter aerogenes ATCC 15038 que se proponen en este trabajo dan rendimientos
muy similares. Con el método B se obtienen resultados algo mas satisfactorios en
cuanto a rendimiento y factor de purificacion, pero, como contrapartida, resulta ligera-
mente mas largo.

Sus ventajas respecto al sistema propuesto por Bryn y colaboradores 4 son claras:

a) Son métodos mucho mads rapidos, que pueden desarrollarse en una sola jornada de
trabajo frente a unas dos semanas que requiere la aplicacion del procedimiento de Bryn.
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b) Mejoran sensiblemente el rendimiento, de 2,1 a 2.5 veces mas alto que el obtenido

por el método anterior.

¢) Prescinden del uso de técnicas de precipitacion y de dialisis, que suelen ser muy
lesivas para este tipo de enzimas.

d) Parten de una cepa bien tipificada y ficilmente asequible. ]

Aunque las preparaciones obtenidas no son electroforéticamente homogéneas, como
las que rinde el método de los referidos autores, su grado de pureza es rm_ly_elevado y
no contienen otras enzimas susceptibles de interferir en los ensayos de actividad L-gli-
col deshidrogenasa, por lo que son perfectamente vélidas para la mayor parte de los
fines. :

Galzy y sus colaboradores 7. 13 han descrito también un procedimiento para la purtlii]—
cacion de la enzima que reduce el diacetilo y la acetoina en Saccharomyces wvarun, a
parecer la misma que se estudia aqui. La actividad especifica de las DTCDHTE'C'O“?S
obtenidas por los autores citados es unas diez veces mas baja que las que resultan de la
aplicacion de nuestros métodos, si bien el significado de este dato es dudoso por
tratarse de oxido-reductasas de procedencia muy distinta.
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