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En una publicacién anterior (16), dimos cuenta de la selec-
cién, entre cincuenta y nueve materiales vegetales, de la semilla
de Lupinus albus como fuente mas conveniente para la obtencién
de L.glutamato descarboxilasa, asi como de la purificacién par-
cial de la enzima. Otros datos, tales como su estabilizacién,
accién de quelantes sobre el extracto crudo, etc., fueron igual-
mente consignados. En el presente trabajo exponemos los resul-
tados obtenidos en la determinacién de la constante de Michae-
lis-Menten Kn del extracto de Lupinus y de la enzima puri-
ficada, y en la aplicacién de esta tiltima a la valoracién manomé-
trica del piridoxal-5-fosfato (PLP). Creemos que las conclusio-
nes alcanzadas, unidas a las de una segunda parte de este mismo
trabajo (17) — que completan en algunos puntos las que aqui
se refieren —, pueden contribuir al mejor conocimiento y utili-
dad de esta enzima que, tanto por su general ubicacién como por
la importancia metabdlica del substrato y de los productos de la
reaccién, ocupa un plano importante entre las descarboxilasas
de monopéptidos.
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Material y métodos

Material. Las determinaciones manométricas se han llevado
a cabo en un aparato de Warburg (Braun, modelo SL, 65). Los
disgregadores mecénicos empleados son modelos de la casa Tur-
mix Berrens y el molino de grano para la molturacién de semi-
llas es un modelo accionado a mano. El pH se ha medido con un
aparato Radiometer I..22. Las determinaciones colorimétricas
se han llevado a cabo en un fotocolorimetro Klett-Summerson.
Las centrifugas utilizadas son los modelos Magnum MSE y
centrifuga MSE refrigerada.

Productos. Acido L.glutimico Merck, BDH y Light, al
estado de glutamato sédico pH 5,7 mediante la oportuna adicién
de sosa concentrada recién preparada. E1 PLP empleado procede
de las firmas California Foundation for Biochemical Research,
Merck y Hoffman I.a Roche. Los demis productos utilizados
en el presente trabajo han sido obtenidos de las casas comerciales
de nuestro pais.

Preparacién de extractos crudos de las semillas de Lupinus
albus. La harina, obtenida por molturacién hasta grano fino,
se mezcla en Turmix con 5 volfimenes de tampén fosfatos Na-K
M/4 pH 5,7 a 4° C, durante tres minutos. El homogenado resul-
tante se filtra por tela. El filtrado se utiliza inmediatamente.

Preparacién de la enzima parcialmente purificada. Se lleva
a cabo como se indica en nuestro anterior trabajo sobre este
tema (16). La determinacién de proteinas se realiza por el pro-
cedimiento de LLowRrY y colaboradores (15). En las condiciones
experimentales empleadas para la determinacién de actividad
descarboxilante, hemos comprobado la inexistencia total de acti-
vidades ureisica y transaminantes. El alectroforograma de la
preparacién proporciona, como indicamos, una banda euglobuli-
nica pricticamente finica.

Delerminacién de la actividad enzimdlica. Se ha realizado
por el procedimiento habitual de Warburg, mediante la medida
manométrica del CO, desprendido. Lia composicién de los vasos
se indica en el lugar correspondiente. El volumen final es de
4 ml. En el bulbo lateral se disponen, siempre, 0,5 ml de subs-
trato a la concentracién oportuna. Temperatura: 37°C. Agi-
tacién : 3,5 de ampiltud y 150 o.p.m. Atmésfera : aire; pH :
5,7. Para corregir el error por retencién del tampén en las con-
diciones experimentales, hemos calculado la constante de vaso
(KV) mediante la férmula de JoHnsoN (10). Los resultados de
cada experiencia se han corregido con las lecturas simultaneas
del termobarémetro y de los blancos. Las lecturas se han reali-
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zado a intervalos de dos minutos. Una vez en el bafio termos-
tatico, los vasos se dejan durante 10 minutos en agitacién suave,
para conseguir el equilibrio térmico del sistema, Se paran, se
sitGan los mandos en las nuevas condiciones de agitacién y am-
plitud, y se mezclan los componentes de cada vaso a intervalos
de 10 segundos. Al reintegrarlos al bafio se acciona el mando
individual del conjunto manémetro-vaso, que proporciona las
condiciones de agitacién propias del periodo de lectura. Se con-
sidera valor a tiempo cero la lectura realizada a los dos minutos
después de haber volcado el contenido del bulbo lateral en el
compartimento central del vaso.

Resultados

Km del extracto crudo. En la tabla I se expresan los resul-
tados obtenidos en numerosas series concordantes, utilizando el
extracto crudo frente a distintas concentraciones de substrato.
Mientras que en el purificado la reaccién es de orden cero — en
el intervalo de tiempo considerado —, en el extracto se produce
una disminucién progresiva de actividad, que ha sido comen-
tada extensamente por varios autores (1, 2, 21). Por esta razén,
hemos empleado el sistema propuesto por SCHALES y SCHALES
(21, 22) que procura una estricta relacién linear entre la velo-
cidad de reaccién y la cantidad total de CO, liberado en un
tiempo dado. En consecuencia, las velocidades iniciales se han
determinado mediante la representacién, en abscisas, de los p
de CO, desprendidos en cada intervalo de lectura y, en ordena-
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FIGURA 1. — Célculo de las velocidades iniciales de descarboxilacién en el
extracto crudo de Lupinus albus.
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das, de los pul CO,/tiempo (fig. 1). Los vasos contenian, en su
compartimento central, 1 ml de extracto en tampén fosfatos
Na-K M/4 pH 5,7, en la proporcién 1p/5v; 0,3 ml de una so-
lucién de PLP que contiene 100 ug por ml y 2,2 ml de tampén
fosfatos. En el brazo lateral, se disponen 0,5 ml de soluciones
de glutamato sdédico de la molaridad conveniente para dar las
concentraciones finales expresadas en la tabla I. Las condiciones
experimentales son las indicadas.

TABLA I

Velocidades de reaccién de la L.(+).glutamato descarboxilasa del
extrato crudo de Lupinus albus, frente a distintas concentraciones de

substrato.
Velocidades iniciales
() pl CO, 107

Vi Vi- 10- Kv 10°/v
0,068 208
0,051 199
0,034 191 23,8 261 3.8
0,017 160 20,4 240 4,2
0,0085 137 14,6 186 54
0,00425 96 9,2 124 8,1

De acuerdo con la representacién de actividad frente a con-
centracién de substrato, se escogieron las concentraciones de
glutamato mis adecuadas para la determinacién de la Km. Si-
guiendo el método de LINEWEAVER y BURK (14), que enfrenta
los valores de 1/(S) y 10°/v en las ordenadas cartesianas (fig. 2),
se obtuvo un valor de Km = 5,5 x 107 M/1.
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TFIGURA 2. — Cdlculo de la K de la L-glutamato descarboxilasa del
extracto de Lupinus albus,



L~-GLUTAMATO DESCARBOXILASA

Kn del preparado purificado.
varias series, utilizando distintas preparaciones enzimaticas fren-
te a una gama de concentraciones de glutamato sédico, se indican
en la tabla II. El compartimento central del vaso contiene

TABLA II

81

Los resultados obtenidos en

Velocidades de reaccion de la L.(+).glutamato descarboxilasa purifi-
cada frente a distintas concentraciones de substrato.

® v v Kp orifia  |K,= 20
0,051 129 5.6 2,12 x 10-2 0,0194
0.034 108 0.0220
0,017 78 0,0218
0,0085 49 0,0222
0,00425 32 0,0194

0,0209
0,0425 240 3 0,0165
0,02825 174 2,10 x 10-2 0,0258
0,02125 160 0,0230
0.017 140 0,0232
0,0085 92 0,0221
0.00425 61 0.0191

0.0216
0,02825 111 55 2,25 x 10-2 0,0181
0,02125 817 0,0232
0,017 74 0,0248
0,0085 47 0,0244
0,00425 28 0,0233
0,00085 8 0,0185

0,0222
0,017 130 3 2,4 x 10~ 0,0265
0,0113 106 0,0242
0,0085 80 0,0266
0,0068 69 0,0260
0.0034 45 0,0218
0,0017 29 0,0174

0,0238

0,4 ml de preparacién enzimitica en glicerina (equivalente a
0,2 ml de enzima purificada) ; 0,3 ml de PLP (100 pg por ml);
y 2,8 ml de tampén fosfatos Na-K M/4 pH 5,7. En el bulbo la-
teral, 0,5 ml de glutamato sédico pH 5,7 a la concentracién

oportuna.
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FIGURA 3. — Determinacién de la Km de la enzima purificada, segfin el
método gréfico de LINEWEAVER y BURK.

La Kn grifica, hallada por el procedimiento de I,INEWEAVER
y Burk (14) (fig. 3; se representan las dos primeras series de
la tabla, como ejemplo de distintas Vi), coincide sensiblemente
con los valores obtenidos, conocida la V, aplicando la férmula :

(V-v) . (S)

v

Ko =

La ecuacién de velocidad de LINEWEAVER y BURK, puede
escribirse del siguiente modo :

+ 1
v (S)

lo que permite representar en una sola grifica los valores de las

diversas series, llevando al eje de ordenadas los valores de V /v
y al de abcisas los de 1/(S) (fig. 4).
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El examen de los valores de Kn que figuran en la tabla II,
indica que hay una concordancia satisfactoria entre los valores
hallados grificamente y los calculados de acuerdo con la V. La
K de la enzima parcialmente purificada, de la procedencia y en
las condiciones experimentales detalladas, posee un valor de
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FIGURA 4. — Coincidencia de los valores cinéticos obtenidos en las distintas
series realizadas con el purificado de L.(+).glutamato descarboxilasa.

2,19 x 1072 M. La figura 3 pone de manifiesto de una manera
grafica que, dentro del campo de variacién de (S) en que hemos
trabajado, la Kn se mantiene dentro de unos limites estrechos,

de acuerdo con los datos consignados en la filtima columna de
la tabla II.

TABLA. III
Valores de Km de la L.(+4).glutamato descarboxilasa de diversos
origenes
Origen Valor Km (M por 1.) Autores

Zanahoria 3,6 + 0.4 X 10~ |SCHALES y ScHALES (21)
Cebada 9,6 X 10— BEEVERS (2)
Cerebro de rata 64 %X 10— ROBERTS y FRANKEL (19)
Rodotorula glutinis 2,75 X 10— KRriseNAWAMY ¥ GIRI (12)
E. Coli (libre de células) [2,7 X 10— GaLE (6)
E. Coli 2,69 x 10-* RoBerTs (20)
E. Coli 45 x 10— Nassar (18)
E. Coli 8,2 X 10— SHUKUYA y SCEWERT (24)
Cl. welchii (organismo in-

tacto) 5 X 10°° TAYLOR y GALE (26)
Cl. welchii (parcialmente

purificado) 2,5 X 10— TAYLOR y GALE (26)

Aplicacién de la enzima purificada a la valoracién de PLP.
La unién entre la apoenzima y la coenzima es muy débil en la
glutamato descarboxilasa. También en la lisina descarboxilasa
(23) se ha comprobado igual fragilidad de enlace. Sin embargo,
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la arpirtico descarboxilasa (4) y la 5-hidroxitriptéfano descar-
boxilasa (3) retienen fuertemente a la coenzima, incluso a través
de largos procesos de purificacién. Debido a la inconsistencia
de la integridad holoenzimaética, el purificado posee una activi-
dad inferior al 25 % sin adicién de PLP. La sucesiva activacién
de esta preparacién, mayoritariamente apoenzimética, por can-
tidades crecientes de PL'P, permite su aplicacién a la valoracién
cuantitativa de la coenzima.

Los valores obtenidos en una determinacién indican, como
se expresa en la curva correspondiente (fig. 4), una relacién pro-
porcional, en las condiciones experimentales, entre la actividad
descarboxilante y la cantidad presente de coenzima. I.a medida
manométrica del CO, desprendido se realiza a 37°C, habiendo
transcurrido una hora desde la adicién de PLP hasta la lectura
a tiempo cero (media hora a la temperatura ambiente y media
hora de incubacién previa en el bafio termostitico, con una agi-
tacién de 150 o.p.m. y 2,5 de amplitud). En el compartimento
central del vaso se afiaden 0,4 ml de preparacién enziméatica (que
equivalen a 0,2 ml de enzima) ; 0,3 ml de PLP a las concentra-
ciones de 100, 67, 30, 25, 20, 15, 10 y 5 ng por ml. y 2,8 ml de
tampén fosfatos Na-K M/4 pH 5,7. En el bulbo lateral, 0,5 ml
de glutamato sédico al 8 % (0,554 M). En el momento de volcar
el substrato, la agitacién se coloca en 3,5 de amplitud. Los por-
centajes de actividad obtenidos en las distintas experiencias son
sensiblemente concordantes. Trabajando en las condiciones se-
fialadas, se obtiene una relacién actividad-concentracién de PLP
perfectamente lineal en el intervalo que comprende 1-6 uM de
PLP por litro.

100; M

% ACTIVIDAD

s 3 dst 139 "~ "%
10°5 M/L, PLP

FIGURA 5. — Valoracién del piridoxal.s.fosfato con la enzima purificada.
100 % actividad = 130 pl CO, en 10 min.
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Discusion

Km. La tabla III recoge los valores obtenidos por diversos
autores para la K. de la l-glutamato descarboxilasa. Como
vemos, los resultados no sélo varian notablemente con los ma-
teriales empleados como fuente enzimatica, sino dentro de los
mismos origenes.

El valor de Km que hemos hallado para el extracto crudo de
Lupinus albus (5,5 x 107 M) cae dentro de los limites que pue-
den considerarse normales en relacién a otros materiales vege-
tales. El valor de K. de la preparacién enzimatica parcialmente
purificada (2,2 x 107 M) es, aproximadamente, cuatro veces
superior al del extracto, lo que, reiterados ambos en numerosas
experiencias, nos indica claramente una pérdida de la afinidad
enzimAitica durante el proceso de purificacién. TAYLOR y GALE
(26), al intentar purificar el enzima de Clostridium welchii,
observaron un fenémeno paralelo, segin se consigna en la ta-
bla III. El hecho de que el extracto crudo y el purificado den
distintos valores puede ser explicado por una inactivacién par-
cial de grupos activos, producida por los tratamientos propios
del proceso de purificacién. SHUKUYA y SCHWERT (24) han atri-
buido la diferencia del valor hallado por ellos en E. Coli con el
de otros autores, por haber utilizado estos filtimos tampén ace-
tato, poco favorable para la actividad enzimitica. KING y
BrowN (11) han encontrado, en el caso de la leucina descar-
boxilasa de Proteus distintos valores (4,5 x 107%; 2,7 x 107% y
5,6 x 1072 M) segtin los pH de ensayo. A pesar de tratarse de un
hallazgo totalmente normal, puesto que la K es funcién del pH,
estos autores explican las variaciones observadas basindose en
que los cambios de pH reducen la estabilidad de la base de
Schiff que, segfin el mecanismo enzimético admitido, se forma
entre substrato y coenzima, afectindose la afinidad enzima-
substrato y disminuyendo, en consecuencia, la Kn. Nada pa-
rece contradecir la suposicién de que, en nuestro caso, la frac-
cién apoenziméitica obtenida haya sufrido una pequefia modi-
ficacién en el area activa, como tributo a la mayor actividad
especifica alcanzada en su purificacién.

Las variaciones de la velocidad méixima pueden deberse a
la presencia, en el extracto crudo, de sustancias activadoras
o desinhibidoras, eliminadas en el purificado. A este respecto
es interesante citar la fuerte activacién que produce el glutation
sobre la actividad de la enzima purificada, segiin comunicamos
en el siguiente trabajo de esta serie (17). La activacién produ-
cida por el glutation indica la existencia de grupos tidlicos,
necesarios para la actividad enzimitica, bloqueados al estado
de puente disulfuro en el curso del método de preparacién. El
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bloqueo de los grupos SH que se produce particularmente en
ausencia de coenzima, podria explicar, dada la inconsistencia
de la unibén apoenzima-coenzima, la sucesiva disminucién de
la actividad de los extractos.

Aplicacién del preparado purificado a la determinacién en-
zimdtica de PLP. E]l primer método analitico enziméatico para
la valoracién de PLP fue propuesto por GALE y Epps (7) utili-
zando apodescarboxilasa tirosinica de Streptococcus faecalis, mé-
todo modificado posteriormente por UMBREIT y cols. (27), HUR-
wI1rz (9), SLOANE-STANLEY (25), CoNDAL y Cosin (5), GUNSALUS
(8) ¥y LaBOUESSE y cols. (13). La apodescarboxilasa tirosinica
obtenida cultivando Str. faecalis cepa R. (ATCC 8043) en medio
sintético desprovisto de vitamina B,, permite la valoracién de
cantidades mucho menores de PLP (0,025 pg). Sin embargo, la
asequibilidad del material de origen y la sencilla obtencién de
la preparacién enzimética que nosotros hemos manejado, puede
prestar utilidad a nuestro método cuando lo permita la propor-
cién de piridoxal-5-fosfato en las muestras problema o exista la
posibilidad de su concentracién. Por otra parte, la preparacién
de apodescarboxilasa tirosinica posee una fosfocinasa, capaz de
catalizar la fosforilacién del piridoxal en presencia de ATP, que
impide una valoracién selectiva del derivado fosforilado en
muestras (homogenados, etc.) que contengan los substratos de
la reaccién de transferencia. Las cantidades absolutas de CO,
liberado son notablemente mayores en nuestro caso, lo que per-
mite una mejor comparacién, en las curvas patrén, de las lec-
turas correspondientes al problema. A pesar de su menor sen-
sibilidad puede ser, por tanto, método de eleccién en algunos
casos.

Resumen

Se estudia la influencia de la concentracién de substrato sobre la velo-
cidad de reaccién de la I,.glutamato descarboxilasa de Lupinus albus. Los
datos experimentales obtenidos se ajustan a la ecuacién de velocidad de
Michaelis-Menten, calculando, analitica y graficamente, el valor de la Xm,
que ha resultado ser igual, para la enzima de esta procedencia y en las
condiciones experimentales, a 5,5 X 10~ M en el caso del extracto crudo
y 2 2,2 X 10~ M en el de la enzima parcialmente purificada.

La preparacién enzimética permite la valoracién manométrica, en las
condiciones que se indican, de cantidades de piridoxal-s-fosfato que oscilan
de 0,3 a2 1,5 pg por ml.

Se discuten los resultados obtenidos.
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Summary

Studies on decarboxylating enzymes. XVIII, L-glutamate decar-
boxylase from L. albus. Kn and aplication to pyridoxal-5-phosphate
determination.

‘The Michaelis constant of I,.glutamate decarboxylase of
Lupinus albus has been determinated. In the experimental con-
ditions, we have found the values of Ku = 5,5 x 10 M for
the seed extract and Ku = 2,2 x 107> M in the case of the
enzyme partially purified. The study has been carried out em-
ploying the Warburg manometric technique.

The enzyme preparation can be used for the accurate enzy-
matic measurement of pyridoxal-5-phosphate in amounts ran-
ging from 0.3 to 1.5 pg per ml.

The repported results are discussed.
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