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RESUMEN

Se estudia la cinética de la reduccion reversible de la acetoina a 2,3-butanodiol por la
L-glicol deshidrogenasa (NAD*) de Enterobacter aerogenes. Los resultados obtenidos
ponen de manifiesto que las reacciones tienen lugar por un mecanismo Ordenado Bi-Bi
en el que el coenzima opera como sustrato “conductor”. La enzima presenta una alta
afinidad por el NADH y la acetoina y menor por el NAD y el 2.3-butranodiol.

SUMMARY

Kinetics of the reversible reduction of acetoin to 2,3-butanediol by L-glycol dehydro-
genase (NAD™) from Enterobacter aerogenes was studied. Results obtained prove that
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the reaction proceeds via an Ordered Bi-Bi mechanism with the coenzyme as the

“leading” substrate. This enzyme shows a high affinity by NADH and acetoin and a
lower one by NAD and 2,3-butanediol.

INTRODUCCION

La L-glicol deshidrogenasa (NAD*) de Enterobacter acrogenes, denominada anterior-
mente diacetilo (acetoina) reductasa 3, cataliza la reduccidn de los ¢ -dicarbonilos no
cargados a los correspondientes L-a-hidroxicarbonilos y de éstos a L-glicoles utilizando
como donador de hidrégeno el NADH, para cuya forma B (la més habitual) es muy
especifica 3.

Su sustrato prioritario es la acetoina (2-butanona-3-hidroxi) 5 que convierte reversi-
blemente en 2,3-butanodiol. El presente articulo resume los estudios realizados para

determi Lo - . e
Slerminar las constantes cinéticas de esta reaccion y el mecanismo cinético por el que
tienen lugar.

MATERIAL Y METODOS

LaEEIIcl‘:‘]:zgﬁy(fl;ll NADH fuerpn suministrados por Sigma y el 2,3 bulgnodi_ol por Eluka.
Ia tonica dege l'ltka) fue purificada, para eliminar las impurezas de diacetilo, siguiendo
mendado por \r; % p02r7 Martin y Burgos 18 y la acetona (Panreac) por el método reco-
ben Carballq Ogiel . Las preparaciones enzimaticas fueron obtenidas como descri-
Tos e Yy co aboya.dores 6 ’
isédico-mggs de actividad fueron realizados, a 25°C y pH 7,0 en tampon fosfato
unidad engt rﬁ%ptas1co 50 m'M, siguiendo el cambio de absorbancia a 340 nm ¢. Como
reaccionante i(i) ICa s¢ tomo la cantidad de enzima capaz de. oxidar un pmol _gle
de 13 mM y cI:]or ~dta empleando como sustrato 2,3 butanodiol a la concentracion
Para ef oo 1rno coenzima NAD 0,1 mM. ]
Wolfo ulo de las constantes cinéticas se utilizé el método grafico de Hanes y

» que se prefirié 1o ; 3
; al tradic 5 rque proporciona resul-
tados m3ag fiables 1. 19 ional de Lineweaver-Burk porque prop

RESULTADOS

Influenci
encia de o .
la Concentracion de reaccionantes sobre la actividad enzimdtica

La velocig :
al menopg emi% %e reaccion es directamente proporcional a la concentracién de enzima
actividad ep funciy' 250 m U.L/m1. En el sentido reductasa, las representaciones (ffe. la
hipérbola equilat on de la concentracién de NADH, entre 2,5 y 100 pM, dan la tipica

i er : , : | LPT
CIon por excesp g 4, pero las de v frente a [acetoina] muestran la existencia de inhibi-

toina — 65 1M Ene slustrago a concentraciones superiores a 10-20 mM, con una K;ce-
por el 23 bllta‘mod'e sentido deshidrogenasa no se observé inhibicion por el NAD ni

mente). 1ol en el rango estudiado (0,012-1 mM y 0,62-100 mM, respectiva-

A las con ;
cen St b - .
liana, las represtéa?or.les de sustratos en las que la reaccién sigue una cinética michae-
ntaciones primarias de [sustrato carbonilo]/v en funcion de la molari-

- A

dad del carbonilo que actia como sustrato, dan una familia de rectas, una por cada
concentracion de coenzima. que se cortan a la izquierda del eje de ordenadas (Fig. lay
1b). La proyeccion de este punto de corte sobre el eje de abscisas nos dio el valor de —
K NAPH, [ o mismo ocurre al representar [NADH]/v frente a [NADH] o, en el sentido
deshidrogenasa, [NAD]/v frente a [NAD] (Fig. lc y 1d). Por otra parte, las representa-
ciones secundarias de las pendientes de las rectas primarias en funcion de la concentra-
cion del sustrato fijo-variable dan también lineas rectas (Fig. ).

De las graficas de las figuras 1 y 2, se obtuvieron los siguientes valores para las
constantes cinéticas de la reaccion: en el sentido reductasa, K NAPH = 27395 yM,
K acetoina = (022 mM, K, NAPH = 4 uM, K scetoina = 0,41 mM, V,, = 2,7 umoles de
sustrato transformados por minuto y U.L En el sentido deshidrogenasa, KNAD = (]
mM, K 2 3butanodiol = 1 6 mM, K,,NAD = 0,17 mM, K> 3outenodiol =27 mM, V., =
2,04 pmoles de sustrato transformados / minuto y U.L

Inhibicion por el producto carbonilo

Las graficas de las figuras 3.a y 3.b ponen de manifiesto que, a concentracién no
saturante del sustrato fijo, el producto de la reduccion de la acetoina, el 2,3 butanodiol,
inhibe la reaccion no-competitivamente frente al NADH y que la inhibicién es también
no competitiva frente a la acetoina.

Al representar las pendientes de las rectas de la figura 3.b en funcién de las concen-
traciones de 2,3 butanodiol a que corresponden, se obtuvo una recta que cortd el gje de
abscisas en —6,5 mM. Dado que se trata de una inhibicién no competitiva y que se
utilizaron concentraciones no saturantes de sustrato fijo, este valor no corresponde a —
k; sino, en un mecanismo Ordenado Bi-Bi como el que sigue esta reaccion (véase
discusion), a

sustrato fijo

Kl'll
X=—Kx(1+_— )
[sustrato fijo]

teniendo en cuenta que el sustrato fijo fue en este caso NADH a la concentracion de 10
UM y que K, NADH =4 M, se deduce un valor para K;2 3 butanodiol de 4.6 mM.

El mismo patrdn, no competitivo respecto al 2,3 butanodiol y al NAD, se observo al
estudiar la inhibicion de la oxidacion del 2.3 butanodiol por la acetoina (Fig. 3.c y 3.d).
La representacion de las pendientes de las rectas de la Fig. 3.d frente a [inhibidor] para
la obtencion de la constante de inhibicion para la acetoina, dio un valor aparente de 0,5
mM que, corregido como en el caso anterior para tener en cuenta la no saturacion por
el sustrato fijo, permitié estimar K;zeetoina en 0,27 mM.

Inhibicion por el coenzima producto

A concentraciéon no saturante del sustrato fijo, el NAD inhibe la reduccion de la
acetoina competitivamente respecto al NADH y no competitivamente frente a la aceto-
ina (Fig. 4.a y 4.b.) La K,NAD ge estimd en 0,3 mM representando los puntos de corte
en ordenadas de las rectas de la Fig. 4.a en funcion de la concentracion de inhibidor.

La inhibicién por el NADH de la reaccion en sentido deshidrogenasa resultd ser
competitiva para el NAD y no competitiva para el 2,3 butanodiol (Fig. 4.c y 4.d). EI
valor de K;NAPH obtenido al representar los puntos de corte en el gje vertical de las
rectas de la Fig. 4.c frente a [NADH] fue de 2,25 pM.
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Fig. 2.-Representaciones secundarias de las pendientes de las rectas de la Fig. 1 en funcion de la

concentracion del sustrato fijo-variable a que corresponden.
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Fig. 4.-Patrén de inhibicién por el coenzima producto. A) Reaccién acetoina reductasa, inhibici

por el NAD frente al NADH; sustrato fijo
inhibicién por el NAD frente a la acetoina; sustrato fijo: NADH 10 pM. C) Reacci

butanodiol deshidrogenasa, inhibicion por e
Los valores a la derecha de las rectas corresponden a concentraciones de inhibidor.
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Fig. 5.-Patrén de inpip:.: <

cion por la ace[on:h;rblglznaiﬂ&r carbon
tasa, inhibicion por | acetong fA -
butanodiol deshidrogenagy &y o
butanodiol 3 mM, D) Reac:;imhlbl
frente al 2,3 butanodioy-: sus
Concentraciones de inh,ibid

ilos no sustratos. A) Reaccién acetoina reductasa, inhibi-

H; sustrato fijo: acetoina 1 mM. B) Reaccién acetoina reduc-

te ala acetoina; sustrato fijo; NADH 10 uM. C) Reaccién 2,3-

s 3Clt(>m por f:l 1,3-butanodiol frente al NAD; sustrato fijo: 2,3-
»>-butanodiol deshidrogenasa, inhibicién por el 1,3-butanodiol

trato fijo; NAD 0,2 mM.

Or las expresadas a la derecha de las rectas.
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Inhibicion por andlogos estructurales de los sustratos

La acetona. un carbonilo que no es aceptado como sustrato por la L-glicol deshidro-
genasa de E. aeronenes®, inhibe la reaccion acetoina reductasa acompetitivamente
frente al NADH y competitivamente frente a la acetoina (Fig. 5.a y 5.b). K;zeetona, de la
representacion de los puntos de corte en ordenadas de las rectas de la Fig. 5.b frente a
[inhibidor], resulté ser 170 mM.

Para la inhibicién de la oxidacion del 2,3 butanodiol se empledé 1,3 butanodiol,
compuesto que, a pesar de sus semejanzas estructurales con el sustrato, no es oxidado
por la enzima. Como en los casos anteriores, se opero a concentraciones no saturantes
del sustrato fijo. La inhibicion fué competitiva frente aINAD y no competitiva frente al
2.3 butanodiol (Fig. 5.c y 5.d). Para K;!,3 butanadiol g¢ obtuvo un valor de 440 mM,
representando las pendientes de las rectas de la Fig. 5.c en funcién de la concentracion
de 1,3 butanodiol.

DISCUSION
Mecanismo cinético de la reaccion

La forma de las graficas de la Fig. 1 demuestra que la reaccién obedece a la ecuacion
de velocidad

Vmux,
V=
Kot KB KA X KB
(1+ + + )
[A] (B] [A] x [B]

lo que descarta los mecanismos tipo ping-pong (para detalles sobre la nomenclatura
véase Cleland 7) y los que transcurren al azar y no alcanzan rapidamente el equilibrio.
La discusion se centra, por tanto, en los sistemas al azar de equilibrio rapido v en los de
orden obligatorio (Ordenado Bi-Bi y Theorell-Chance) con sus variantes “Iso™.

En el sentido deshidrogenasa, la reaccion es inhibida por el producto carbonilo, la
acetoina, no competitivamente tanto frente al NAD como respecto al 2,3 butanodiol.
Las reglas de Cleland para la inhibicion por los productos # demuestran que este patron
es incompatible con dos de los mecanismos en discusion, el de Theorell-Chance y el
que transcurre al azar con equilibrio rapido. Del mismo modo, en la direccion reduc-
tasa el 2,3 butanodiol opera como inhibidor no competitivo del NADH y de la aceto-
ina. La L-glicol deshidrogenasa de E. aerogenes produce a partir de la acetoina dos de
los isémeros del 2,3 butanodiol, el L(+), de la L-acetoina y el meso, de la acetoina-D,
pero no D(—)-butanodiol. En consecuencia, hubiera sido deseable realizar los estudios
de inhibicién con butanodiol L o meso. Dado que no nos ha sido posible encontrar
preparaciones de L o meso-butanodiol en el comercio ni método alguno en la biblio-
grafia que permita obtenerlos con el grado de pureza necesario, nos hemos visto obli-
gados a emplear una mezcla racémica de este producto. Sin embargo tal circunstancia
no resta valor a los resultados obtenidos en lo que respecta a su aplicacion al estudio
del mecanismo cinético de la reaccion por cuanto la inhibicion resulté ser lineal (vé-
anse Fig. 3.a y 3.b). Por tanto, o no se fija a la enzima -es decir, no la inhibe- o
reacciona con ella del mismo modo que los activos. Tanto en el primer caso como en el

= 5



segundo, el patrén de inhibicién observado por nosotros no se veria modificado. Si el
D-butanodiol hubiese reaccionado de otro modo, alterando el tipo de inhibicion gene-
rado por la§ formas meso y L, las graficas 3.a y 3.b no serian lineales, sino parabolicas .

El coenzima producto (en el sentido reductasa, NAD; en la reaccion deshidrogenasa,
NADH) inhibe competitivamente para el coenzima de procedencia ¥y no competitiva-
mente fren}e al sustrato carbonilo, lo que descarta el esquema Iso-Ordenado Bi-Bi y
centra la discusioén en dos atn posibles: un mecanismo “Iso Theorell-Chance™ en el
que el carbonilo se fija a la enzima antes que el piridin-nucledtido o uno Ordenado Bi-
picon eI. Cpenzima como primer compuesto en reaccionar con ella.

Para dlStlﬂgu_il: entre estos mecanismos se estudid el efecto inhibidor de la acetona
sz?ge;abﬁgﬁgﬂ.m; de la acetoina y el del 1,3 bu.tapggliol sobre Ia reaccion de oxidacion
ina y,acom et't'lo - La acetona provoca una i1_1}11b1c10n competitiva respecto a Iu_ucglq-
ST vig mll;\’;l[ psara el NADH._La aplicacion de la§ normas de C_lelzmld para mh]b.]:
fija a la enzimaz fti pone de manlfiesto que egle patron solo es posrbl; si el NADH se
por el 13 butar r:j_es que la acetoina. Esto mismo demuestra el patron de 111[111)1%:01}
NAD q{Je Sie odiol, no competitivo para ¢l 2.3 butanodiol y acompetitivo pum\i
o pri;r}ero i res compatible con un sistema ordenado en el que el sustrato u[coho_l ..":L,.c!
el que reaccio“aacc-mnar con el enzima, pero S]'.]O es con uno en el cual es el COEIld]]ﬂ:!
pues, las caract Br‘?‘;?“‘?m: aceptando que el inhibidor se fija a E-NAD y E-NADH®. Asi
oo Tl‘leoren-chal; icas de_las inhibiciones por estos compuestos descartan el s1su.mz[1
coenzima actyia Coce Y dejan il tnico posible uno Ordenado Bi-Bi en el que ¢

Larsen y Stonm o e Sustato “conductor”. _ .o B
la acetoina y lgn-;)i:id habian sugerido ya este mecanismo Cinclico para la reduccion de
ofrecer ung evidenci:mon del 2.3 but_anodlol por la enz'lma aqui CSlUCI.Iad.n,.I:)_e'[O Sm_
andlogos estructurale EOmpleta: los citados autores no nwesllgaron_la mh:blu?n por
la reaccion tenga lus ¢ los sustratos, por lo que sus datos no permiten descartar qll'le
enzimas capaces de grard"lﬁ} un sistema Iso-Theor’elI—Chance. La mayor parte de ,d.?
también por ef Sislems (l)l g dlaC'etﬂ.o, la acetoina y compuestos ana]qgos olg;er;u

rdenado Bi-Bj 14. 11, 21, 2. 22, 12, con pocas excepciones = =

Constantes Cinéticas

0s valores 2 ,
obtenidos en las experiencias que se describen en este artliculo se aseme-

L
Jan mu !
métod§ hdz a}glg,snos lenl1dos por Larsen y Stormer !5 con preparaciones o_btenidas por el
que la enzimg esmﬁ? Zboradores 3. Todos los datos hasta ahora recogidos apuntan a
grupo del Profegoy S::l 4 bor nosotros es basicamente idéntica a la investigada por el
por ellos un tetraime oll;mer’ excepto en que la nuestra es un dimero 5y la empleada
polimerizacign ng d 10 3. No obstante, es evidente que las diferencias en el grado de
El aspecto més r ?termlnan! en este caso, un comportamiento cinético muy distinto.
(NAD+) de Emarobe evante de Jas propiedades cinéticas de la L-glicol deshidrogenasa
Kp=4p M), sensiﬁf'e’" aerogenes es su elevada afinidad por el NADH (K =225 M;
el diacetilo y Ja geeq ®mente mayor de |o habitual entre las enzimas capaces de reducir
dan valores de Nf{i‘f empleando este nucleétido como donador de hidrogeno que
Staphylococeys a;:euslz Situadas entre 3] pM para la a-dicetona reductasa (NAD) de
La afinidad por ¢ NAy 200 uM para la o-dicetona reductasa de higado de bévido *.
D es mucho mas baja (K, = 0,1 mM; K,,, = 0,17 mM), aunque

también mayor
7 que Ia o B 3 . ;
acetoina 18 20 26 1 de las demads oxido-reductasas del catabolismo del diacetilo y la

reductasas obliga,n a' éxu?quﬁ las normas de l1a 1.U.B. para la clasificacion de oxido-
opera mejor en g sén?ircje ¥ nombre de deshidrogenasa, la enzima estudiada aqui
manifiesto que eljg se de;) aC‘?lOma —2.3 butanodiol. Nuestros resultados ponen .de

© principalmente a su mayor afinidad por la forma reducida

_59 .

del piridin-nucledtido que por la oxidada v solo en menor medida a las diferencias en
V... (como reductasa. 2,7 pmoles de sustrato transformados por minuto y U.L; como
deshidrogenasa 2,04), y entre su afinidad por la acetoina (K, = 0,22 mM; K, = 0,41
mM) y el 2.3 butanodiol (K, = 1.6 mM; K, = 2,7 mM).

Debe de destacarse también el valor de K, obtenido para la acetoina (0,41 mM),
sensiblemente mas bajo que el de las demas enzimas capaces de catalizar su reduccion
a 2.3-butanodiol: 2,5 mM para la que reduce este compuesto en el musculo aviar 21, 7.4
mM para la que opera en el higado de hamster 25, 30 mM para la de Saccharomyces
wvarim 17y 50 mM para la de higado de rata 19

La comparacion entre el cociente V_,./K,, s« obtenido en los experimentos rea-
lizados por nosotros sobre la reaccion acetoina reductasa con los observados por Carba-
llo 5 respecto a la reduccion de diversos otros compuestos aceptados también por la
enzima. confirma que, a juzgar por este criterio, la acetoina es el mejor sustrato cono-
cido de la L-glicol deshidrogenasa (NAD*) de E. aerogenes 3. Si bien es cierto que el
empleo del referido cociente para decidir con qué sustancias opera una enzima “in
vivo™ tiene mucho de arbitrario, tal conclusion debe de ser cierta en el presente caso,
dado que la acetoina es también mucho mds abundante en los sistemas biolégicos que

los demas sustratos alternativos 10- 24,
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EFECTO DE LA COMPOSICION BOTANICA DE
LOS HENOS Y DEL NIVEL DE INGESTION SOBRE SU
DIGESTIBILIDAD Y RITMO DE PASO A TRAVES
DEL TRACTO DIGESTIVO

(THE EFFECT OF THE BOTANICAL COMPOSITION
OF HAYS AND LEVEL OF INTAKE ON DIGESTIBILITY
AND RATE OF PASSAGE OF DIGESTA)
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Palabras clave: heno, nivel de ingestion, ritmo de paso.
Key words: hay, level of intake, rate of passage.

ABSTRACT

Sixteen mature ewes were used to investigate the effects of type of hay and level of
intake on digestibility and rate of passage. Two levels of intake -maintenance (NB) and
90% of the “ad libitum” intake (NA)- and two hays -alfalfa hay (HA) and grass hay
(HG)- were compared. Chromium-mordanted hay (ground through a 2 mm. screen)

was used as marker.,
Apparent digestibility coefficients for organic matter (DMO) and neutral (DFND)

and acid detergent fibre (DFAD) were not affected (P > 0.05) by level of intake.
DFND and DFAD were higher (P < 0.05) for sheep fed grass hay than for those fed
alfalfa hay. Digestibility of crude protein (DPB) was greater (P << 0.05) for sheep fed

alfalfa hay than for those fed grass hay.
The retention time of marker in the reticulo-rumen was lower (P < 0.05) for the

higher level of intake (NA), but the retention time in the post-ruminal tract was essen-
tially identical for both levels (NA and NB). A tendency (P < 0,10) for a greater total
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