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The specific activity of pyruvate kinase in mussel foot is markedly higher than that
from mantle and digestive gland. The foot enzyme shows maximum pH activity in
the range between 7.0 and 7.5 and is stable (15 min, 37 °C) at pH values between 7.0
and 9.0. The activation energy value is 23 kJ/mol with a Q>o coefficient of 1.4. AH of
these experiments were carried out using partially purified extracts with (NH-O^SCh
treatment (30-60 %) and posterior dialysis with EDTA 1.2 mM. No isoenzymatic forms
could be detected using the column chromatography techniques with Sephadex G-150,
DEAE Sephadex A-50 and polyacrylamide gel electrophoresis.
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La pinivatoquinasa (PK) (EC 2.7.1.40:
ATPipiruvato fosfotransferasa) cataliza
la conversion de fosfoenolpiruvato (PEP)
a piruvato, con la simultanea formation
de ATP. Es una enzima clave de la gli-
colisis y su importante papel regulador
se pone de manifiesto por la gran canti-
dad de moduladores que influyen sobre
su actividad, talcs como hexosas fosfori-
ladas, nuclcotidos de adenina y amino-
acidos (3, 9, 17), asi como por la existen-
cia de formas isocnzimaticas en los dife-
rentes organismos y tejidos que mucstran 

* Este trabajo ha sido realizado con ayuda
de la Comision Asesora de Investigation Cien-
tifica y Ticnica y en parte con aparatos dona-
dos por la Fundacion Alexander von Humboldt.

diferente comportamiento cinetico y/o
electroforetico (7, 12). Con respecto a
esta enzima es tambien conocida la gran
variabilidad de su actividad, comporta
miento y propiedades, no solo en dife-
rentes organismos y sus diferentes partes,
sino tambien en diferentes clases de
musculos con funciones fisiologicas dis-
tintas. En consecuencia, los estudios com
paratives de la enzima en distintos teji
dos de la misma especie contribuye, en
gran manera, al conocimiento de la fun-
cion de la PK en la celula.

La PK ha sido cstudiada en algunos
tejidos del mejillon (Mytilus edulis L.)
tales como manto (10) y musculo aduc-
tor (5, 6, 15, 16). En el presente trabajo
sc han determinado los niveles de activi
dad enzimatica en diversos organos del 
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mejilldn (Mydlus edulis L.) y se ha estu-
diado el comportamiento de la enzima del
pie de este animal, frente al pH y a la
temperatura, asi como su comportamiento
cromatogrdfico y electroforetico.

Material y metodos
Se utilizaron mejillones procedentes de

la depuradora n.° 1 de Aguino, recolec-
tados en las Rias Bajas (Pontevedra).
Todos los reactivos y productos quimi-
cos eran de grade analftico. Adenosin
difosfato (ADP), fosfoenolpiruvato (PEP),
nicotinamido adenindinucleotido reduci-
do (NADH) y lactato deshidrogenasa
(LDH) fueron suministrados por Boeh
ringer.

Preparation de extrados enzimdticos.
El pie, manto y hepatopancreas de meji-
llon, se trocearon antes de su homoge-
neizacion. El pie, tejido mas duro, se tri-
turo previamente en homogeneizador de
cuchillas. Para la homogeneizacion de los
organos se utilize un volumen de TRIS-
HCI 50 mM, pH 7,5, que es siempre
cuatre veccs el peso de tejido fresco. Los
homogeneizados resultantes se centrifu-
garon durante 30 min a 16 000 g, utili-
zandose los sobrenadantes para la deter-
minacion de la actividad enzimatica en
los distintos organos. Para la determina-
cion de las propiedades enzimaticas, ob-
jeto del presente trabajo, se empleo un
preparado enzimatico corrcspondicnte al
pie procedente del tratamiento del ex
tract© con (NH^SCh (30-60 % de sa
turation) obteniendose un precipitado
que fue redisuelto en cl medio de homo-
gencizacion v sc dializo durante la nochc
frente a EDTA 1,2 mM.

Ensayo de la actividad enzimatica. La
actividad de la piruvatoquinasa se ensayo
de acucrdo con cl metodo de Bucher y
Pfleiderer (2) en un sistema acoplado
con LDH y midiendo la variation de
Absorbancia debida a la oxidation de
NADH a 340 nm.

La mezcla de reaction contenia (mM):
TRIS-HC1, pH 7,5, 50; KC1, 75; MgCL
8; PEP 1,5; ADP 2; NADH 0,18; 36 U.I.
de LDH y 0,05 ml de fraction enzimati
ca, conteniendo aproximadamente 0,2 mg
de proteina. El volumen final fue de 3 ml.

Las proteinas se determinaron median-
te el metodo de Lowry et al. (11).

Para el estudio del comportamiento de
la enzima frente al pH se utilizo la mez
cla de reaction indicada y el pH se vario
mediante el uso de disoluciones tampon
de distinta naturaleza: tampon acetato
para el pH entre 4-5,5; tampon TRIS-
maleato para el pH entre 5,5-7,5; tam
pon TRIS-HC1 para pH entre 7,5-9 y
tampdn glicina para pH entre 9-12,5.

La estabilidad de la enzima a diferen-
tes valores de pH se determine en mues-
tras mantenidas durante 15 min a 37 °C
usando las disoluciones tampon ya indi-
cadas. Para la determination de la esta
bilidad de la enzima, respecto a la tem
peratura, en tampon TRIS-HC1 50 mM,
pH 7,5, conteniendo EDTA 1 mM, las
muestras se mantuvieron a diferentes tem-
peraturas durante 5 min. En ambos casos
se tomaron alicuotas en las que se deter-
mina la actividad residual en las condi-
ciones de ensayo senaladas. Las activida-
des asi obtenidas, para las diferentes
muestras, se refieren a la actividad de
una muestra medida inmediatamente des-
pucs de la preparation del extracto enzi
matico (sin tratamiento previo), conside-
rando esta como el 100 % de actividad.

La cromatograffa se realiz6 utilizando
dos tipos de fase estacionaria: Sephadex
G-150 y DEAE-Sephadex A-50. Para la
primcra sc utiliz6 la fraction enzimatica
parcialmente purificada procedente de la
dialisis de la disolucion del precipitado
procedente de la fraction 30-60 % de
saturation con sulfato amonico (0,3 mg
proteina/ml de lecho de gel). La elution
se rcalizo con tampon TRIS-HC1 50 mM,
pH 7,5, conteniendo EDTA 1 mM y
2-mercaptoetanol 6 mM (300 ml). Las
fracciones con actividad, cluidas en la 
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anterior cromatograffa, se apiican direc-
tamente a la columna de DEAE-Sepha-
dex A-50 y se pasan 300 ml de la misma
dissolution tampon, aplicando despues un
gradiente lineal formado por TRIS-HC1
50 mM, pH 7,5, conteniendo EDTA
1 mM y mercaptoetanol 6 mM y KC1
1 M. El volumen de lecho en ambas
cromatografias fue de 140 ml y la velo-
cidad de flujo de 15 ml/h recogiendose
fracciones de 2,5 ml en las que se deter-
mina la actividad de la PK y se valoran
proteinas por lectura directa a 280 nm.

Para la realization de la electroforesis
en gel de poliacrilamida se prepararon
los geles y se hizo el desarrollo electro-
foretico siguiendo exactamente el metodo
descrito por Davis (4). Se utilizaron
muestras de cuatro tipos: extract© crudo,
precipitado de tratamiento con sulfato
amonico (30-60 %), extracto dializado
frente a EDTA 1,2 mM y eluato de la
cromatograffa en DEAE-Sephadex A-50.
La cantidad de protefna en el gel no
sobrepaso los 150 pg para las tres prime-
ras muestras y los 20 /xg para la ultima.
La determination de la actividad de la
piruvatoquinasa en el gel se realiz6 in-
mediatamente despues de terminado el
desarrollo electroforetico. Una vez saca-
dos los geles del tubo, se colocan sobre
portaobjetos de vidrio y se cortan en ro-
dajas de 2,5 mm que se trituran en un
tubo de ensayo con ayuda de una varilla
de vidrio maciza y se disuelven en el
tamp6n de maxima estabilidad dejandolo
actuar durante 1 h a 4 °C. Una vez trans-
currido este tiempo se determino la acti
vidad de la PK en los macerados asf ob-
tenidos y previamente filtrados por medio
de una pipcta Pasteur, cuyo extreme ca-
pilar se habia recubicrto con filtros de
algodon.

Resultados

Distribution de la piruvatoquinasa. La
maxima actividad espedfica corresponde
al pie. La tabla I muestra las actividades

Tabla I. Actividades y distribution de piruvato
quinasa de mejillon.

Organo

Actividad
U/g tejido

fresco

Actividad
especifica

U/mg proteina

Hepatopancreas 2,2 0,05
Manto 3.1 0,058
Pie 7,3 0,33

U = mmoles transformados/min.

Fig. 1. Cromatografia y electroforesis de la
PK de pie de mejillon.

A: en gel Sephadex G-150. B: en DEAE-Se
phadex A-50. C: gel de poliacrilamida: (I) ex
tracto crudo, (II) precipitado de (NH.)^O4,
(Ill) extracto dializado frente a EDTA,
(IV) eluato de la cromatografia en DEAE-

Sephadex A-50.
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Tabla II. Purification partial de la piruvatoquinasa de pie de mejillon.

Protelnas
(mg/ml)

Actividad
(U/ml)

A. especifica
(U/mg)

Purlficacion
(factor)

Rendimiento
(%)

Homogeneizado 3.90 0,93 0,24 — 100
Precipitacidn
con (NH«):SOi 5.35 3,40 0.63 2,60 84
Dializado 1.80 1.66 0,92 3,80 82,40
Cromatografia
Sephadex G-150 0,33 1,97 5,95 23 54
DEAE-Sephadex A-50 0,30 1,60 5,30 25 47

de manto, hepatopancreas y pie de me
jillon, determinadas en sus respectivos
extractos.

Purification. En la tabla II se mues-
tra la actividad y el grado de purification
alcanzado durante las diferentes etapas
de este proceso.

Comporlamiento cromatogrdfico y elec-
troforetico. En la figura 1 se muestran
los perfiles de elution correspondientes
a los dos tipos de cromatografia emplea-
dos y el comportamiento electroforetico
en gel de poliacrilamida utilizando en este
caso cuatro muestras con diferente grado
de purification. En todos los casos se ob-
serva un solo pico claro de actividad
piruvatoquinasica.

Actividad y estabilidad de la enzima
en funcidn del pH y de la temperatura.
La PK de pie de mejillon prescnta una
zona de pH de maxima actividad (7-7,5)
no dctcctandose actividad a pH mcnor
de 4,5 y siendo esta muy debil a pH 11
(fig. 2 A). Rcspecto a la estabilidad, la
enzima mantienc el 100 % de su activi
dad durante 15 min a 37 °C para valo-
res de pH comprendidos entrc 7 y 9.

El efecto de la temperatura sobre la
actividad de la enzima al pH de maxima
actividad (7.5) ha permitido calcular un
valor para la energia de activation, de
23 kJ/mol y un cocficientc Q!n de 1,4

Fig. 2. Actividad y estabilidad de la PK de
pie de mejillon.

A: en funcidn del pH. B: en funcidn de la
temperatura. (•) Estabilidad. (a) Actividad. Los
puntos representados corresponden al valor

medio de al menos tres experimentos.

(fig. 2 B). La enzima es completamente
establc durante 5 min a pH 7,5 hasta
50 °C y se inactiva totalmente a 70 °C
en las condicioncs senaladas. El valor 
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deducido para la temperatura de semi
inactivacion es de 57,5 °C.

Conocido el valor de la temperatura
de semiinactivacion, se determine la acti-
vidad residual a esta temperatura en fun-
cion del tiempo, utilizando extract© crudo
y enzima parcialmente purificada. En am
bos casos se obtienen dos curvas que
presentan dos tramos con diferente pen-
diente (fig. 3).

Fig. 3. Actividad enzimatica residual a la tem
peratura de semiinactivacion (°C) en funcion

del tiempo.
(A) Extracto crudo. (•) Fraccion parcialmente
purificada por tratamiento con sulfato amoni-
co (30-60 %) y posterior di^lisis frente a

EDTA 1,2 mM.

Discusion

De los resultados expuestos se puede
concluir que una mayor actividad espe-
cifica de los tres organos ensayados co-
rresponde al pie, Io cual parece indicar
una gran actividad glicolitica en este 6r-
gano, que puede desarrollar una gran
tension muscular con el consiguiente con-
sumo energetico, posiblemente procedcnte
en su mayor parte de la utilization de glu-
cosa. Por ello sc selection© este organ©
para el cstudio de la PK.

La influcncia del pH sobre la piruvato-
quinasa ha sido estudiada en mejillon
(Mytilus edulis L.) por Livingstone y
Bayne (10), los cuales encuentran una 

zona de pH optimo entre 7,5 y 8 en man
to y por De Zwaan y Holwerda (16)
que para musculo aductor encuentran un
valor de pH optimo de 7. Estos datos
concuerdan con el valor aquf mostrado
para la PK de pie de mejillon. Con res-
pecto a la estabilidad al pH no se han
encontrado datos bibliograficos para esta
enzima en Mytilus edulis L., nuestros re
sultados muestran una zona de maxima
estabilidad entre 7 y 9 lo cual indica que
es una enzima bastante apta para ser so-
metida a un proceso de purification. El
valor de la energfa de activation y del
coeficiente Qi0 esta dentro de los limites
dados para las reactiones catalizadas por
enzimas e indica una cierta insensibilidad
de la PK por la temperatura como es 16-
gico esperar en un animal ectotermo.

Del comportamiento cromatografico y
electroforetico se deduce la no existencia
de formas isoenzimaticas de la PK del
pie, dado que en todos los casos se ha
obtenido un solo pico de actividad piru-
vatoquinasica. Estos datos estan de acuer-
do con los obtenidos por De Zwaan y
Holwerda (16) para PK de musculo
aductor, quienes no encuentran formas
diferenciables de PK en este organo uti
lizando la tecnica de electroenfoque. Sin
embargo, Mustafa y Hochachka (13)
encuentran, para musculo aductor de
ostra (Cassostrea gigas), dos bandas de
PK en el desarrollo electroforetico y Os
terman y Fritz (14) senalan tambien
dos formas enzimaticas cromatografica y
electroforeticamiente distintas para la PK
de hfgado de diferentes espccies de ma-
mfferos, lo cual esta de acucrdo con lo
senalado para la PK de hfgado de rata (8).
De la forma de las curvas del compor
tamiento de la PK a la temperatura de
semiinactivacion on funcion del tiempo,
podria intuirse la posible presencia de
isoenzimas, no obstante se pueden dar
otras interprctaciones: que hay a dos es-
tados cnzimaticos activos cataliticamcnte
—uno el initial o nativo y otro interme-
dio formado cn la termoinactivacion— 
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con lo cual cada estado serfa responsable
de una pendiente; y, que a partir de un
cierto tiempo de calentamiento haya un
cambio conformational de reforzamiento
de enlaces hidrofobicos entre las subuni-
dades o estructura cuaternaria por un me-
canismo de histeresis (1) que haga que
la enzima se comporte como si fuese otra
entidad o forma proteica.

Resumen

La actividad especifica de la piruvatoquinasa
en el pie del mejill6n es notablemente superior
a la que exhibe el manto y el hepatopancreas.
La enzima del pie muestra una zona de ma
xima actividad a pH comprendida entre 7 y 7,5
y es estable durante 15 min a 37 °C en un
margen comprendido entre 7 y 9. El valor de
la energia de activacidn es de 23 kJ/mol y el
del coeficiente Q10 es de 1,4. Todos estos ex-
perimentos se realizan con extracto parcialmen-
te purificado por tratamiento con sulfato am6-
nico (30-60 %) y posterior diilisis frente a
EDTA 1,2 mM. No se detectan formas isoen-
zimaticas de la piruvatoquinasa de pie de me-
jillon aplicando las tdcnicas de cromatografia
en columna de gel de Sephadex G-150, DEAE-
Sephadex A-50 y de electroforesis en gel de
poliacrilamida.
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