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Arginase (E.C. 3.5.3.1.) the enzyme -which catalyses the hydrolysis of arginine to
ornithine and urea has been investigated in guinea pig liver in relation to the kinetic
constants of its substrate and inhibitors as ■well as to other physico-chemical properties.
The results show that the enzyme has Kin value of 19.6 mM for its substrate L-arginine
and is competitively inhibited by one of its reaction products, the L-omithine, and also
by L-lysine and diaminopymelic acid.

Optimal activity of the enzyme occurs at 10.5 pH and maximal stability in the
range of 6.5 to 7.5 pH.

The mentioned arginase exhibits temperature dependent activity and stability, being
64° C (15 min at pH 7.5) the half-inactivation temperature.

An increase in the activity and temperature stability of the enzyme, when previously 
activated by heating for 5 min at 45° C in
achieved.

La arginasa (L-arginina amidinohidro-
lasa) (E.C. 3.5.3.1.), enzima que cataliza
la hidrolisis de L-arginina en L-ornitina
y urea, constituye la enzima de la etapa
final del ciclo de la urea en animates, asi
como el de la inicial en la utilization de
arginina por microorganismos.

♦ Realizado con ayuda de la Comisi6n
Asesora de Investigacidn Cientifica y Tdcnica
de la Presidencia de Gobierno y en parte con
aparatos donados por la Fundacion Alexander
von Humboldt., parte de esle trabajo fue prc-
sentado al VII Congreso de la S.E.B. Pamplo­
na, 1977.

the presence of 10 mM MnCL, has been

Esta enzima ha sido purificada e in-
vestigadas sus caracteristicas moleculares
en varias especies animates, destacando
los estudios realizados en higado de rata
(9, 13, 18), buey (8, 13) y caballo (13).
Entre sus propiedades destaca la necesi-
dad de Mn:+ para la formation de un
complejo activado, asi como la activation
de la enzima por este cation, como ha sido
demostrado en higado de rata (10), bo-
vino (8) y conejo^(20),

En cl prcsente trabajo se cstudia el
efccto del Mn!+ sobre la arginasa de hi­
gado de cobaya, asi como las constantes
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cineticas de su substrate e inhibidores.
Asimismo se completa dicho estudio con
el de otras propiedades fisico-quimicas ta­
les como actividad y estabilidad en fun-
cion del pH y comportamiento frente a la
temperature.

Material y metodos

Reactivos. L-arginina, L-ornitina y L-li-
sina procedian de Merck y el dcido di-
aminopimtiico de Sigma. Otros productos
quimicos utilizados eran de grado ana-
litico.

Material bioldgico. Se han utilizado
cobayas machos adultos con un peso com-
prendido entre 500 y 600 g, alimentados
ad libitum con una dieta formada por
alfalfa y una mezcla de cebada, avena y
salvado de trigo a partes iguales.

Ensayos de actividad enzimdtica. Los
extractos enzimaticos se prepararon por
homogeneizacion de 2 g de higado del
animal, recien sacrificado por seccion de
las carotidas, con dos volumenes de agua
destilada. El homogeneizado del mismo
se centrifugo a 0-4° C durante 30 min a
16.000 X g y se determin6 la actividad
enzimatica en el sobrenadante mediante
la medida de la urea formada a partir del
substrato L-arginina segdn la tecnica des-
crita por Schimke (19). La composition
de la mezcla de reaction fue de 450 /xmo-
les de L-arginina, pH 9,7 y 1 -/zmol de
CLMn; a esta mezcla se le anadio 0,1 ml
de extracto enzimatico convcnientcmentc
diluido scgun los casos, siendo el volumcn
final de 1,1 ml. La activation de la enzi-
ma se realizo adicionando a 0,9 ml de
extracto (diluido a 1/40 con tampon fos-
fato 0,02 M pH 7,5) 0,1 ml de CLMn
0,1 M y calcnlando cn bano maria 5 min
a 45° C. Tras este tratamiento sc centri-
fusio la mezcla durante 10 min a 10.000 Xg
a 6-4° C.

Para las medidas de actividad y estabi­

lidad enzimdtica en funcion del pH se uti-
lizo la enzima activada por Mn2+.

Resultados

Activation de la arginasa por Mrr+.
Se determinaron en primer lugar las con-
diciones de activation basicas para los
estudios enzimdticos presentados en este
trabajo y asi se ha encontrado una con­
centration 6ptima de Mn2+ de 10 mM
y dos mdximos de activation termica a
45° C y 85° C.

Por ello la preincubacion de la enzima
en orden a su activation se llevo a cabo
a la concentration determinada y a 45° C.

Actividad y estabilidad enzimdtica en
funcion del pH. La arginasa de higado
de cobaya presenta su maxima actividad
a pH 10,5, con alrededor de un 50 % de
la actividad maxima a pH 9 y 11,5. A
partir de pH 6,5 y 12,0 se anula la acti­
vidad. Puesto que la enzima es activa en
un 90 % a pH 9,7, se ha elegido este pH
para todas las valoraciones a fin de evi-
tar la precipitation de Mn2+ en forma de
Mn(OH)2 que tiene lugar a pH superior.

Con respecto a la estabilidad enzimdti­
ca, la arginasa de higado de cobaya es
estable durante 15 min a 30° C a pH
comprendido entre 6,5 y 7,5; a pH 6,0 y
9,5 la estabilidad es de un 50 % aproxi-
madamente.

Influencia de la temperatura sobre la
actividad enzimdtica. Se ha determina-
do siguiendo la evoluci6n en la velocidad
de reaction en un amplio interval© de
temperature. Los resultados obtenidos han
permitido calcular la energia de activa­
tion de Arrhenius, resultando ser de
53,5 KJ/mol. Asimismo se ha calculado
el coeficientc de temperature Q]0, cuyos
valorcs a distintos intcrvalos de tempera­
ture han sido de 2,80 para 10-20° C, 2,20
para 20-30° C, 1,65 para 30-40° C y 1,60
para 40-50° C.
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Fig. 1. Inactivation en funcion del tiempo
de calentamiento a temperatura constante de

64° C.

Se ha investigado tambien la estabilidad
de la enzima mantenida durante 15 min
a pH 7,5 a distintas temperatures. Los
resultados muestran que la enzima es ter-
moestable hasta los 45° C, inactiv&ndose
progresivamente a partir de ahi. La tem­
peratura de semiactivacion corresponde a
64° C, con la cual se han realizado estu­
dios de cinetica de inactivacion en fun-
cion del tiempo de calentamiento. Los re­
sultados muestran el proceso de inactiva­
cion enzim^tica a medida que aumenta el
tiempo de tratamiento (fig. 1).

Tanto este ensayo como el descrito en el
parrafo anterior se han realizado usando
enzima sin activacion previa con Mn2+.
Tambien se ha investigado la actividad
de la arginasa previamente activada con
Mn2+ frente al tiempo de calentamiento
a distintas temperatures, encontrandose
que la vida media de la enzima a 70° C
es de 210 min, a 75° C 80 min y a 80° C
8 min (fig. 2).

Constantes cineticas de la arginasa de
higado de cobaya. Se ha determinado
la Km de la arginasa respecto a su subs­
trate L-arginina y la Kt para un conjunto
de sustancias analogas estructurales de la
arginina, as! como el tipo de inhibition
que presentan (fig. 3). La constante de
Michaelis encontrada para la arginina es
19,6 mM. En relation con los inhibidorcs
se han ensayado tres analogos estructura-

Fig. 2. Estabilidad de la enzima previamente
activada con Mri*+ frente al tiempo de calen­

tamiento.

les de L-arginina como son L-lisina, L-or-
nitina y acido diaminopimelico.

L-lisina y L-ornitina y acido diamino­
pimelico se manifiestan como inhibidores
competitivos. La L-lisina tiene una Kj de

Fig. 3. Constante de Michaelis e inhibition
competitlva de la arginasa por lisina, ornitina

y acido diaminopimelico.
(O—O) Sin inhibidor, Km (arginina) = 19.6 mM.
(•-•) L-lisina (0,5 mM); Kt — 0,6 mM. (A—A)
L-ornitina (4,0 mM); Kt = 3,0 mM. (■—■) Aci­
do diaminopimelico. (6 mM); Kt (mezcla de

is6meros) = 10 mM.
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0,6 mM siendo 3 mM la K( de la L-omi-
tina. La Ks del Stido diaminopimtiico es
10 mM si se considera la concentration
de los tres estereoisomeros en conjunto y
3,3 mM si se tiene en cuenta que solo el
dcido mesodiaminopimelico es activo por
ser el que se encuentra en forma natural
en microorganismos.

Finalmente, en un intento de investigar
el pH de maxima afinidad de la arginasa
para su substrato L-arginina se han deter-
minado las Kn> a distintos valores de pH
de la mezcla de reaction. Los resultados
ponen de manifiesto que la enzima pre-
senta maxima afinidad por el substrato a
pH comprendido entre 10 y 10,5.

Discusion

En relation con las propiedades de la
arginasa, Greenberg (5) afirma: «La
profusion de metodos experimentales di-
ferentes en los ensayos de la arginasa hace
extremadamente dificil la comparacion de
los resultados de los diferentes autores».
A este respecto conviene indicar que los
estudios fisico-quimicos sobre la arginasa
de higado de cobaya que se presentan en
este trabajo se han realizado en extracto
crudo, en contraste con la mayoria-de los
trabajos Ilevados a cabo con arginasa de
otros orfgenes, en los que se ha empleado
enzima partial y altamente purificada.

En relacidn con la actividad de la argi­
nasa de higado de cobaya en funcion. del
pH de la mezcla de reaction, los resulta­
dos ponen de manifiesto un pH optimo
de 10,5, rcsultado que es concordante con
el pH optimo encontrado por Hirsch-
Kolb et al. (9) para la enzima ’ de rata
cerdo, raton y mono y muy prdximo al
de caballo y concjo que segun estos auto-
res es de 10,3 y 10, respectivamente; di-
fiere, sin embargo, del pH optimo para la
arginasa de higado de buey (8). Por otra,
parte, si sc compara cl valor obtcnido en
cobaya con el de Schimke (19) que en
cuentra para la enzima purificada de hi 

gado de rata, alimentada 14 dias con una
dieta del 70 % de proteinas, un pH opti­
mo de 9,4-9,7, se aprecia una notable di-
ferencia que podria explicarse por la apa-
ricion de otra especie isoenzimatica al
someter a la rata a las condiciones indi-
cadas de alta dieta proteica, ya que la Km
encontrada para la arginasa de rata en
estas condiciones es de un orden de magni-
tud menor que la encontrada por Mora
et al. (13), tambitii en higado de ratas,
pero no sometidas a esa alimentation.

El pH de maxima estabilidad es prac-
ticamente el misrrio que el descrito para
la enzima de otros origenes (1,4, 10) que
son los referidos al pH empleado en la
dialisis.

En cuanto a la influencia de la concen­
tration de Mn2+ y temperatura de activa­
tion de la enzima, trabajos en rata (10)
y buey (8) establecen que la arginasa es
un tetramero que necesita para su maxi­
ma actividad 4 atomos de Mn, uno por
cada monomero (E-MnJ y que la perdi-
da de uno o varios de ellos lleva apare-
jada una disminucion proporcional de
actividad. Asimismo la recuperation de
la actividad total se lleva a cabo median-
te tratamiento de la enzima a 50° C, en
presencia de Mn2+. El valor de activi­
dad encontrada para higado de cobaya
en condiciones nativas es aproximadamen-
te la mitad del que aparece cuando la
enzima se activa con Mn2+, por lo que es
posible que la obtencion del homogenei-
zado afecte la union de dos Atomos de
Mn2+ si en el cobaya se cumpliera la pro­
porcionalidad descrita para rata y buey.
La concentration optima de Mn2+ para
obtener activaci6n maxima de la enzima
de cobaya ha resultado ser de 10 mM,
cantidad muy inferior a la necesaria para
la arginasa de rata (10) y buey (8) que
estan entre los limites de 40-50 mM. Por
otra parte se han encontrado dos tempe-
raturas para la activation de la arginasa
de higado de cobaya, objeto de este tra­
bajo, una a 45° C, en la que se consigue
un 75 % de activation, y otra con un 
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100% de activation. Estos resultados son
dificilmente comparables con los obteni-
dos por los autores antes citados (8, 10),
que solo describen una sola temperatura
de activation por Mn2+.

En cuanto a la estabilidad frente a la
temperatura, la arginasa de higado de co-
baya es estable hasta los 45° C a pH 7,5,
lo que concuerda con los resultados de
Hunter (11) y presenta una temperatura
de semiactivacion de 64° C en 15 min.
A esta temperatura se han llevado a cabo
los estudios de actividad en funcion del
tiempo de calentamiento cuyos resultados
(fig. 1) estan de acuerdo con lo descrito
por Greenberg y Mohamed (7) para la
enzima de higado de rata.

En relation al comportamiento’ respec-
to a la temperatura por una parte, y a la
necesidad de la union de la enzima con
Mn2+ por otra, parecio interesante cono-
cer si el Mn2+ afectaba no solo a la acti­
vidad de la enzima, sino si tambien ejer-
cia alguna action protectora frente a la
temperatura. Los resultados obtenidos con
tres temperaturas (70° C, 75° C y 80° C)
frente a tiempos variables y con enzima
activado con Mn2+, indican que la activa­
tion por Mn2+ aumenta drasticamente la
resistencia de la enzima frente al calor,
siendo ademas mas resistente que la argi­
nasa de higado de caballo, que es la unica
descrita en la literatura en lo que concier-
ne a este comportamiento.

La energia de activation obtenida para
la reaction catalizada por la arginasa de
higado de cobaya a pH 10,5 y en los in-
tervalos de temperatura entre 25° y 65° C
fue de 53,5 KJ/mol, resultado similar a
los encontrados por Greenberg y Moha­
med (7) y por Hunter (11) para la enzi­
ma de higado de caballo, aunque existen
algunas diferencias tai vez imputables al
distinto origen de la enzima y las distintas
condiciones de ensayo.

Los valores de Ql0 expuestos en el pre­
sente trabajo solo se pueden comparar
con los de Schimke (17) para la enzima
de rata que obticne un valor muy seme- 

jante para el intervalo de 25 a 35° C y
con los de Hunter (11), que estudiando
la arginasa de higado de caballo en un in­
tervalo de temperatura entre 20 y 30° C
encuentra un valor notablemente inferior.

En relation con otras constantes cineti-
cas se ha estudiado la influencia de la
concentration de sustrato sobre la veloci-
dad de reaction, y asi la Kra obtenida en
nuestros ensayos con higado de cobaya
a pH 9,7 es de 19,6 mM, valor muy simi­
lar a los encontrados por diversos autores
para la arginasa de diversos origenes (3,
7, 10); tan solo se aparta de este valor el
encontrado por Colombo et al. (2) en argi­
nasa de higado de buey, para la que ob-
tiene una Km de 132 mM. Por otra parte,
y de un modo general, se observa que los
valores de Km de la arginasa son mas ele-
vados que los que presentan las otras en-
zimas del ciclo de la urea en higado de
cobaya (14), lo que aparte de indicar una
menor afinidad de la enzima por su subs­
trate habla en favor de una posible regu­
lation del ciclo a nivel de la arginasa por
la concentration de la arginina.

En este mismo contexto, la influencia
del pH sobre la afinidad, estudiada sobre
la base de la determination de las Km a
diferentes pH, muestra que la arginasa de
higado de cobaya presenta la maxima afi­
nidad por el substrato a pH comprendido
entre 10 y 10,5 con valor de Kin de 10 mM,
que, si bien superior, es del mismo orden
de magnitud que el encontrado por Ro-
holt y Greenberg (15) de 2,8 mM para
la enzima de higado de caballo. En am­
bos casos, se observa que los pH de ma­
xima afinidad coinciden exactamente con
los pH de maxima actividad.

Respecto a la inhibition de los tres
compuestos andlogos estructurales ensa-
yados, la lisina presenta inhibition com-
petitiva con una Kl de 0,6 mM que se
diferencia notablemente de la encontrada
on rata por Hunter y Dows (12), cuyo
valor asciende a 4,8 mM y aun mds de
los citados por Colombo et al. (2) para
higado humano y de bovino, que son 95 
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y 65 niM, respcctivamente. Este hecho
pone de manifiesto que la lisina tiene un
poder inhibidor sobre la arginasa de hi-
gado de cobaya muy superior al que ejer-
ce sobre la arginasa de otros origenes,
mdxime si se admite que la concentra­
tion de lisina descrita en higado de rata
por Saheki et al. (16), 0,353 /xmoles/g de
higado, sea comparable a la que pueda
existir en higado de cobaya.

La ornilina mostro inhibition compe-
titiva con una Ki 3 mM, resultado que es
muy proximo al encontrado (4 mM) por
Hunter y Downs (12) en higado de ter-
nero y que no concuerda con el de Mora
et al. (13), que postulan una inhibition de
tipo no competitivo para arginasa de hi­
gado de rata, ni con el de Bedino (1), que
describe una inhibition de tipo alosterico
para la enzima de higado de bovino. Sin
embargo, hay que tener en cuenta que
estos ultimos autores emplean en sus expe-
rimentos concentraciones de ornitina entre
5 y 80 mM (1) y 100 mM (13), concentra­
ciones muy poco probables de encontrar
en la celula hep&tica aun en los estados
patologicos mas extremes, ya que las ci-
fras descritas por distintos autores (14, 16)
estan comprendidas en 0,018 y 0,043 /xmo-
les/g de higado. Las elevadas concentra­
ciones de ornitina antes mencionadas po-
drian afectar la cinetica enzim&tica en tai
sentido que los resultados obtenidos por
los mencionados autores no sean extrapo-
lables al comportamiento normal de la
celula hepatica.

En cuanto al <itido diaminopimelico, la
inhibition es de tipo competitivo y el va­
lor de su Kj es de 3,3 mM si se considera
que solo ejcrce el efecto inhibidor el com-
puesto meso, o de 10 mM si son las for­
mas DD, LL y meso que componen el
produclo comercial las que ejercen la
action.

Los resultados obtenidos con los tres
compuestos estudiados permiten dedueir
que una alteration en sus niveles intrace-
lulares podria afectar cl funcionamicnto
del ciclo de la urea. En relation con la 

lisina, Colombo et al. (2) mencionan que
un defecto de la lisina: NAD+ oxidorre-
ductasa produce un aumento intracelular
de la concentration de lisina que, al inhi­
bit la arginasa, puede descompensar gra-
vemente el ciclo de la urea produciendo
una alteration en la detoxication del ion
amonio.

Los resultados discutidos anteriormen-
tc con respecto a ciertas propiedades fisi-
co-quimicas de la arginasa de higado de
cobaya permiten destacar la importancia
de estos estudios para un mejor conoci-
miento de la posible actuation in vivo de
esta enzima en relation con las situacio-
nes metabolicas que pueden presentarse
en lo que concierne a variaciones de pH,
temperatura y concentration de iones y
metabolites.

Resumen

Se investiga la arginasa (E.C.3.5.3.1.) en hi­
gado de cobaya con respecto a sus constantes
cineticas y a otras propiedades fisico-quimi-
cas. La enzima muestra una Km para su subs-
trato arginina de 19,6 mM y es inhibida com-
petitivamente por L-omitina, uno de sus pro-
ductos de reacci6n, y tambi6n por L-lisina y
Acido diaminopimdlico. El pH de maxima acti-
vidad para la mencionada arginasa es 10,5, pre-
sentando maxima estabilidad a pH compren-
dido entre 6,5 y 7,5. La actividad y la estabi­
lidad de la citada enzima es tambidn depen-
diente de la temperatura, siendo la tempera­
tura de semiactivacidn (15 min a pH 7,5) de
64° C. Por otra parte, el tratamiento previo
de la enzima con Mn’*' 10 mM durante 5 min
a 45° C incrementa tanto la actividad como
la estabilidad frente a la temperatura, debido
a la formacidn de un complejo E-Mn.
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