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Martín Hernández, De la Fuente y
Santos Ruiz (9) han estudiado y discu
tido la acción de diversos productos anti
bióticos sobre la piruvato carboxiliasa de
levadura. Los trabajos ulteriores reali
zados por Begué en nuestro Laboratorio
(1) condujeron a la obtención de pre
paraciones apoenzimáticas desprovistas
totalmente de actividad residual y con
alta capacidad de recombinación, lo que
nos sugirió la idea de continuar el estu
dio del efecto de los antibióticos sobre
la enzima y sus constituyentes en con
diciones experimentales muy favorables,
con el fin de intentar contribuir al mejor
conocimiento de las propiedades de la
enzima y al esclarecimiento de algunos
aspectos de los mecanismos por los que
la inhibición se produce.

Se presentan y comentan los resultados
obtenidos en la acción directa de diversos
antibióticos sobre la enzima altamente
purificada, la holoenzima reconstruida
y en las incubaciones previas de los an
tibióticos con cada uno de los compo
nentes del sistema.

Material y métodos

Material. — En la preparación de la
enzima purificada y de la apocarboxi-
liasa se han utilizado las centrífugas
Magnun MSE y MSE refrigerada. La
determinación del se ha realizado en
un aparato Radiometer modelo L22. Las
medidas colorimétricas se han llevado a
cabo en una fotocolorímetro Klett-Sum-
merson. También son necesarios un dis-
gregador mecánico y un molino de gra
no. La determinación manométrica de la
actividad enzimática se ha efectuado en
un aparato de Warburg de la firma
Braun, modelo SL-65.

Productos. — La levadura se recoge
directamente de las fábricas de cerveza
el mismo día en que debe ser utilizada.
El piruvato sódico empleado procede de
Merck y de la California Corporation
for Biocliemical Research. El difosfato
de tiamina, cuya pureza se comprobó
cromatográficamente, es original de la
casa Merck. Los productos antibióticos
empleados en el trabajo que presentamos 
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han sido substancias puras procedentes
directamente de las firmas productoras.

Métodos

A) Obtención de la carboxiliasa pirúvica
a) Preparación del polvo seco de le

vadura. La levadura fresca comercial
se lava dos veces con agua,’ empleando
cada vez cinco volúmenes por cada volu
men de levadura de cerveza. Se filtra pór
Buchner grande a través de un lienzo
no muy tupido y ayudando la filtración
mediante suave succión al vacío. De este
modo se obtienen unas tortas de levadura
de uno o dos centímetros de grosor que
se extienden sobre bandejas y se dejan
secar a la temperatura ambiente en un
lugar ventilado, cuidando de remover y
trocear de vez en cuando la masa para
que toda ella siga un mismo ritmo de
secado, que es esencial para una buen
rendimiento en polvo seco activo (9). Al
cabo de diez o quince días se obtiene
un producto oscuro de extraordinaria
dureza que es preciso triturar en una
máquina de moler grano. El polvo de
levadura así obtenido se conserva duran
te varios meses, sin pérdida de activi
dad enzimát'ca descarboxilante. Las ven
tajas de este sistema de secado han sido
convenientemente discutidas por De la
Fuente (3).

b) Fraccionamiento del polvo seco de
levadura. En líneas generales, se ajusta
al esquema dado por Green y col. (5, 6),
modificado en nuestro laboratorio por
De la fuente (3). roo g de polvo de
levadura se añaden lentamente y agitan
do sobre 300 mi. de tampón fosfato M/15
pH 7,2; se deja una hora en estufa a
37o C, agitando de vez en cuando. La
mezcla obtenida se diluye con 400 mi.
de agua destilada bien fría y se centri
fuga durante 15 minutos a 6.500 r.p.m.
Se mide el volumen del sobrenadante
obtenido y se adiciona, poco a poco y
agitando, sulfato amónico sólido — pu

rísimo y sin grumos — en la proporción
de 40 gr. de sal por cada 100 mi. de lí
quido. Se deja en refrigerador durante
media hora, al cabo de la cual se centri
fuga durante una hora a 9.000 r.p.m.,
descartándose el sobrenadante. El resi
duo se disuelve en 300 mi. de tampón
citratos 0,04 M />H 6 y se mide el volu
men de la disolución obtenida, añadiendo
en las mismas condiciones anteriores,
38 g de sulfato amónico por cada 1.000 mi
de líquido. Se mantiene durante una hora
en refrigerador y se centrifuga 50 minu
tos a 9.000 r.p.m., eliminándose el so
brenadante. El precipitado se redisuelve
en 140 mi. de tampón citratos 0,04 M
pli 6, obteniéndose una disolución de
saturación 0,11, que sirve de punto de
partida para el fraccionamiento de la
enzima, que se realiza con solución satu
rada de sulfato amónico (s.s.s.a) a 0,42
y 0,57, con intervalos de precipitación de
1 h. y centrifugación a 9.000 r.p.m. du
rante 30 minutos, a —50 C. El precipi
tado de la fracción 0,42 —0,57 se redi
suelve en 60 mi. de tampón citrato 0,04
M, />H 6. La disolución resultante es de
color amarillo, transparente, y su con
centración en sulfato amónico es de 0,10.
Se repite el fraccionamiento a 0,47-0,53,
dejando precipitar en este último caso
durante toda la noche en refrigerador.
Se centrifuga a 9.000 r.p.m., 30 minutos
y se resuspende el sedimento en 27 inl.
de s.s.s.a. y 23 mi. de tampón citratos
0,04 M pÉ. 6. (Saturación final 0,53).
La suspensión así obtenida puede utili
zarse directamente como preparación en-
zimática y constituye el punto de par-

TABLA I

Proteínas
nig'ml

Actividad
Mi CO./ml/

15°/30" C

Actividad
específica
Mi COJ

mg. prot.

Extracto
inicial 17,66 350 20

Preparación
enzimática. 29 27.900 962
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tida — debidamente valorada para co
nocer su actividad específica — para la
obtención de la apoenzinia. La actividad
específica de las preparaciones enzimáti-
cas obtenidas respecto al extracto crudo
se indica en la tabla I.

B) Obtención de la apocarboxiliasa
pirúvica,

A un vaso de precipitados de 25 mi.
de capacidad, situado en baño de nielo-
sal, se añaden en el mismo orden que se
indica, las siguientes substancias : 1 mi.
de preparación enzimática; 2 mi. de fos
fato disódico 0,5 M 8 y 1 mi. de
EDTA 0,4 M pH. 10. Se mezcla bien,
se tapa el vaso con un vidrio de reloj
y se deja una hora en refrigerador. En
estas condiciones, el pH obtenido es
superior a 9. Se añaden 9,2 mi. de s.s.s.a.
— muy lentamente y con continua y
suave agitación — y 1 mi. de sosa con
centrada para mantener el pH conve
niente. Se deja de nuevo media hora en
el refrigerador. Se centrifuga a 10.000
r.p.m. durante 15 minutos a —50 C y
el precipitado obtenido se disuelve en
tampón maleato Smits doble molar (d.m.)
pH. 6,16. La preparación apoenzimática
así obtenida posee un />H de 6,22.

C) Determinación de la actividad
enzimática.

Se sitúa en la parte central del vaso
de Warburg la cantidad necesaria de
enzima, de acuerdo con los ensayos que
se efectúen, completando hasta 3 mi. de
solución con tampón maleato Smits d.m.
En el brazo lateral se colocan 0,5 mi.
de solución de piruvato sódico. Los agen
tes inhibidores empleados se preparan
de acuerdo con sus características espe
ciales (4). En cada ensayo se determina
la proporción en que deben mezclarse
las soluciones 1 y 2 del tampón Smits
d.m. para que el pU. resultante sea igual
en todos los casos. Después de un perío
do de equilibrio de to minutos, se rea

lizan las adiciones a intervalos de 20
segundos una vez graduadas la frecuen
cia y amplitud en las condiciones de
lectura (temperatura = 30° C).

D) Determinación de la actividad
aescarboxilante de la holoenzima
recombinada

Se precisan los siguientes reactivos:
Tampón maleato Smits d.m. (3:7) pil
6,16 para disolución de la apocarboxilasa
obtenida según se ha expresado anterior
mente; disolución de iones magnésicos
0,4 M, que se prepara disolviendo 9,857
gr. de SO4 Mg. 7 H2O en roo mi. de
tampón maleato Smits d.m. (1,5:8,5)
pH 6,52, quedando la solución de iones
magnesio a pH. 5,95; solución de difos
fato de tiamina (DPT) : se pesan 5 mg.
de DPT y se disuelven en 25 mi. de
tampón maleato Smits d.m. (3 :7) pH.
6,16 obteniéndose una disolución de DPT
a 6,18 que contiene 200 mg. de DPT
por mi.; piruvato sódico 1 M; tampón
maleato Smits d.m. (4:6) pH 5,97. Se
disuelve la preparación apoenzimática en
tampón Smits d.m. (3 17) 6,16, que
dando a un 6,22. Los mi. de tampón
utilizados en esta disolución se indican
en cada caso. A 1 mi. de la preparación
apoenzimática obtenida se añaden 1 mi.
de solución de iones magnesio, 0,5 mi.
de la solución DPT y 0,5 mi. de tam
pón maleato Smits (3:7). En el bulbo
lateral se colocan 0,5 mi. de piruvato
sódico 1 M. Volumen final: 3,5 mi. Para
proceder a la recombinación de los com
ponentes enzimáticos se introduce el con
junto manómetro-vaso en el baño ter-
mostático a 30° C y se deja incubar
durante 20-25 minutos. La actividad re
sidual se mide en unos vasos que contie
nen en su compartimiento central 1 mi.
de la preparación apoenzimática y 2 mi.
de tampón maleato (4:6) 5,97. Las
lecturas se llevan a cabo como se ha
indicado en el apartado C. Antes de
iniciar el presente trabajo se comprobó

2
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TABLA II
Penicilina VK.

Efecto de una concentración fija de antibiótico sobre la enzima y la holoenzima recombinada,
empleando distintas concentraciones de substrato (I? = 0,025 ntl ; MI = 6; Tetnp. = 30o C).

Substrato 1

Enzima Holoenzima recombinada

/d CO,/10 min. % inhibición jul CO,/10 min. % inhibición

5 X 10~3M
5 X 10-3 M

5 x 10-’ M 80
144

44 36
66

46

1 X 10“ M
1 X 10“ M

5 X 10-3 M 127
220

43 60
107

45

5 X 10"=M
5 X 10-= M

5 X 10-3 M 152
276

44 100
173

43

que la preparación de apocarboxilasa era
altamente reproducible, no poseía acti
vidad residual y que su velocidad de
reacción era del 100 % respecto a la
misma cantidad de preparación enzimá-
tica. Las proteínas se han determiando
por el procedimiento de Loavry y cola
boradores (8).

Resultados
Antibióticos protídicos

Penicilina VK. — La penicilina VK
(fenoximetil-penicilina) produce una no
table inhibición de la actividad piruvato
carboxiliásica (tabla II). El tipo de inhi
bición es claramente no competitivo,
como se deduce de la constancia de los
porcentajes de inhibición a diferentes

TABLA in
Fenoximetil-penicilina

Efecto del antibiótico en las incubaciones
previas con los constituyentes de la holoen

zima. S: 5 x 10~3 j\I. I: 5 x 10-3 M.

¿d CO3/10
min. % Inh.

Apoenzima + Mg. + DPT
Apoenzima + Inh + Mg.

77

+ DPT
Apoenzima + (Mg.+Inh)

24 69

+ DPT
Apoenzima 4- Mg. + (DPT

23 70

+Inh) 24 69

concentraciones de substrato. En las
pruebas realizadas con la holoenzima
recombinada se obtuvieron los valores
que se resumen, asimismo, en la tabla II,
los cuales indican que la inhibición no
aumenta cuando el inhibidor se añade
sobre la holoenzima recombinada, pero
se incrementa fuertemente cuando se
hace la adición del producto antibiótico
en el momento de la recombinación (ta
bla III). La inhibición obtenida en este
último caso se mantiene en el mismo
grado sea cual sea la incubación previa
realizada.

Metansulf onato de colimicina. — Para
una inhibición del 41 % se precisa una

FiG. 1. Representación gráfica del efecto pro
ducido por la colimicina (metansulfonato) so
bre concentraciones de substrato y de inhi

bidor.
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concentración de antibiótico 8 x 10-3 M.
El tipo de inhibición es claramente no
competitivo (fig. 1) y la acción del anti
biótico se incrementa cuando actúa so
bre la holoenzima recombinada. (65 %,
51 % y 371% & concentraciones de an
tibiótico 1,5 x io-2 M, 1 x io-2 M y 5 x
x io-3 M, respectivamente).

Cicloserina. — La cicloserina no tiene
efecto inhibidor, sino que, al contrario,
produce un claro incremento de la acti
vidad, sea cual sea la concentración de
piruvato utilizada. A una concentración
de cicloserina 3 x io“3 M la activación es
del 24 % [(S) = 5 x 10-3 M].

Antibióticos glucídidos

Novobiocina. — La novobiocina mo-
nosódica es un potente inhibidor de la
piruvato carboxiliasa (fig. 2). Su efecto
es claramente no competitivo. La adición
de un exceso de DPT no disminuye la
fuerte inhibición producida, haciéndolo
muy levemente la de un exceso de iones
magnesio. Su efecto sobre la holoenzima
produce los mismos porcentajes de inhi
bición que sobre la enzima y, asimismo,
la suplementación de los componentes
del sistema en mayor cantidad de la
normal no reduce el efecto

Rislocetina. — La ristocetina es un in
hibidor todavía más potente que la novo
biocina, decreciendo la actividad en un
40 % a la concentración de 5 x io~'‘ M.
En este caso la adición de magnesio y

Fig. 2. Efecto de la novobiocina sobre la
actividad enzimática (S = 5xio~3 M).

DPT reduce notablemente la inhibición,
de tal modo que la sitúa al mismo nivel de
los valores hallados con la holoenzima
recombinada, donde existe, asimismo,
un exceso de ambos efectores (tabla IV).
De acuerdo con estos resultados, la inhi
bición se incrementa cuando se realizan
incubaciones previas de los componen-

TABLA IV
Efecto de la ristocetina sobre la piruvato carboxiliasa.

¿ti CO,/10 min. % Inh.

Enzima 111
Enzima + Inh 86 23
Enzima + DTP + Mg. 178
Enzima + Inh 4- DTP 4- Mg. 163 6
Holoenzima recombinada 168
(Apoen.4- Mg.4- DPT) + Inh 153 6
Apoenzima + (Mg.4- Inh) + DPT 67 59
Apoenzima + Mg.4- (DPT 4- Inh) 96 41

I: 2,5 x 10-‘M Mg.: 1 mi. sol. 0,4 M de enzima
S: 5 x 10-" M Enz.: 0,025 mi. Apoenz. correspon. 0,025 mi.



F. G.FERR.ÁNDIZ, F. MAYOR V A. SANTOS RUlZ150

tes del sistema con el antibiótico. Los
datos obtenidos parecen sugerir que la
acción inhibidora se debe, al menos en
parte, a la captación o interferencia del
ion metálico por el antibiótico. El tipo de
inhibición es claramente no competitivo,
como lo demuestran las experiencias
realizadas con iguales concentraciones de
inhibidor frente a distintas concentracio
nes de substrato.

la incubación previa del antibiótico con
DPT aumenta considerablemente la in

hibición, si bien no se alcanzan porcen
tajes tan altos como los que se obtienen
al incubar el antibiótico con el Mg++.

Sulfato de Kanamicina. — No posee
efecto alguno sobre la reacción, tanto si
se emplea la enzima recombinada como
si se incuba previamente con sus compo
nentes. El efecto activador hallado sobre

FlG. 3. Inhibición competitiva por la vancomicina y fumagilina sobre el
sistema enzimático.

Vancomicina. — Como los derivados
glúcidos que acabamos de referir, la van
comicina posee un claro efecto inhibidor
(54 % a una concentración 8x 1o-3 M).
Su curva de inhibición es totalmente li
near, marcando un descenso muy notable
de la actividad enzimática a medida que
aumenta la concentración del inhibidor.
El efecto producido es de tipo competi
tivo (fig. 3) como corresponde a la pro
tección ejercida por el substrato. Sobre.
la holoenzima se mantienen los mismos
porcentajes de inhibición que sobre la
enzima de origen. Pero cuando se realiza
la incubación previa de Mg44" más anti
biótico, el tanto por ciento de inhibición
aumenta bruscamente, de tal manera que
a una inhibición del 32 % corresponde,
para la misma concentración de antibió
tico, una inhibición del 90 %. También 

el sistema en reconstrucción resultó ser
debido a la presencia de iones magnesio
en el preparado antibiótico.

Antibióticos macrólidas

Propionil eritromicina. — A las con
centraciones empleadas habitualmente en
nuestros ensayos, la propionil eritromi
cina no inhibe prácticamente la actividad
piruvato descarboxilante.

Espiramicina. — La inhibición produ
cida por la espiramicina es muy escasa,
siendo del 30 % a la concentración de
1 x 10-2 M. La inhibición es de tipo no
competitivo, aumentando moderadamen
te cuando el antibiótico actúa sobre la
enzima recombinada. La adición de DPT
a la enzima no disminuye la inhibición.
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Sin embargo, la adición previa de iones
j\Ig++ reduce los porcentajes hallados.

Olcandoinicina. — Este antibiótico
presenta un claro efecto inhibidor cuan
do actúa frente a bajas concentraciones
de substrato (55 % a (I) y (S) = 5 x io“3
M). Sin embargo, a medida que la con
centración de piruvato aumenta la inhi
bición disminuye, llegando a anularse
prácticamente (S = 1 x 10-2 M).

Antibióticos del grupo de las te-
traciclinas. — El fosfato, hexametafos-
fato y demetilclorotetraciclina, inhiben a
la piruvato carboxiliasa de levadura. La 

bidora de las tetraciclinas estudiadas
parece tener lugar por captación del ion
metálico. La holoenzima recombinada
requiere un gran exceso de los compo
nentes termoestables para alcanzar la ac
tividad correspondiente a la enzima de
origen, ya que la unión entre los cons
tituyentes es más débil que en la enzima.
Así se explica que la inhibición se acre
ciente al actuar sobre la holoenzima re
construida. El antibiótico añadido sobre
la apoenzima antes de la adición de Mg++
y de DPT produce una inhibición prác
ticamente total.

TABLA V
Efecto del fosfato de telraciclina y de la dhnelilamhiQCtil-telraciclina.

Porcentajes de inhibición

Fosf. de tetrac.
/2X10-= M/

DAE tetrac.
/IX10" M/

Enzima + Inh 4-2 mi. Mg. 45 40
Enzima 4- Inh 4- 1 mi. Mg. 61 48
Holoenzima recomb. 4- Inh 80 77
(Apoenz.4- Inh) 4- Mg.4- DPT 96 100
Apoenz. 4- DPT 4- (Mg. 4- Inh) 94 92
Apoenz.4- Mg.4- (DPT 4- Inh) 89 80

Apoenz. equivalente a 0,025 mi. enzima. S: 5 x 10~3M.
DPT: 200 /xg/ml. Mg.: 0,4 M.
El % se refiere a los controles respectivos sin inhibidor.

acción del fosfato y hexametafosfato de
tetraciclina es protegida por el substrato.
El clorhidrato de demetilclorotetracicli
na posee un poder inhibidor más fuerte
que el de los derivados fosforilados, pero
no existe protección por el piruvato. En
los tres casos, la suplementación de Mg++
reduce la inhibición, en relación a los
valores obtenidos en los ensayos corres
pondientes sin inhibidor. El efecto del
fosfato de tetraciclina y de la dimetil-
aminoetil-tetraciclina. El efecto de estos
antibióticos sobre los constituyentes del
sistema enzimático nos ha permitido
comprobar (tabla V) que la acción inhi-

Artibióticos de tipo poliénico

Tricomicina. — Este antibiótico es un
potentísimo inhibidor de la carboxiliasa
pirúvica (84 % a 150 U/ml). La inhibi
ción es de tipo no competitivo y los por
centajes hallados no se afectan por la
adición de Mg"1"1" o DPT. La curva obte
nida a distintas concentraciones de subs
trato presenta unos puntos de inflexión
característicos, interesantes en la inter
pretación del efecto de este antibiótico.

Fumagilina. — Como la tricomicina, la
fumagilina es un potente inhibidor de
la actividad enzimática. La inhibición 
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producida es de tipo claramente compe
titivo (fig. 3). En la acción sobre la ho
loenzima recombinada y en la previa in
cubación con Mg4^ y DPT no se alteran
sensiblemente los porcentajes obtenidos
sobre la enzima purificada. A pesar de
la inexistencia de analogías estructura
les, tanto la representación de Linewea-
ver y Burk [io3/v frente a i/(S)] como
la gráfica de (I) frente a % de inhibición
y la de io3/v frente a (I), sugieren que
se trata de una inhibición de tipo com
petidor.

Derivados quinónicos

Griscof alvina. — Este antibiótico in
hibe la actividad piruvato carboxiliásica
cuando está presente a concentraciones
bastante elevadas. Los porcentajes de in
hibición son, aun en estas condiciones,
muy discretos. La inhibición es de tipo
no competitivo. La adición a la enzima
de Mg++ incubado previamente con el
antibiótico incrementa débilmente la in
hibición producida, en relación a los
controles oportunos. Sobre la holoenzi-
111a recombinada la inhibición producida
por una misma concentración de antibió
tico es mucho mayor. La incubación
previa de la apoenzima con el inhibidor
no influye excesivamente sobre el por
centaje, pero sí lo hacen las incubaciones
previas del antibiótico con el DPT o el
Mg++ (tabla VI).

TABLA VI
Efecto de la griscofulvina sobre la piruvato

carboxiliasa.

Porcentaje
de inh.

Enzima 14
Holoenzima recombinada 47
(Apoenz.+ Inh) + DPT + Mg. 53
Apoenzima + Mg. + (DPT + Inh) 70
Apoenzima + DPT + (Mg.+ Inh) 75

S: 5 x 10-3M
I: 2 x 10" M

Nitrofura-ntoína. — La nitrofurantoí-
na inhibe moderadamente a la piruvato
carboxiliasa (33% a 5 x 10-3 M). El
substrato y la coenzima ejercen una cla
ra protección de la inhibición.

Discusión

El efecto producido in vitro por los
productos ensayados sobre el sistema en-
zimático de la piruvato carboxiliasa de
levadura confirma la fuerte labilidad
de las enzimas a los antibióticos. El efec
to de cada antibiótico sobre uno o varios
procesos enzimáticos in vivo y el lugar
celular donde la interferencia se produ
ce dependen de numerosas circunstan
cias, entre las que destaca la misma po
sibilidad de acceso de los antibióticos a
las posiciones donde las enzimas ejercen
su misión específica. Son ya numerosos
los conocimientos sobre los procesos in
terceptados por los antibióticos e inhi
bidores. El mecanismo íntimo de acción
de algunos de los antibióticos ensayados
sobre los microorganismos sensibles han
podido ser interpretados con detalle. La
finalidad principal de los estudios sobre
sistemas enzimáticos aislados es la de
aportar datos para facilitar la interpre
tación de posibles modos generales de
interferencia y, especialmente, informa
ción sobre las características enzimoló-
gicas del sistema en estudio.

Aparte de los infrecuentes resultados
de activación o inactividad indicados, el
tipo predominante de inhibición es, como
era previsible, el no competitivo. El subs
trato y la coenzima protegen en algunas
ocasiones la acción antibiótica, que en
ningún caso parece e.jercerse sobre el
complejo enzima-substrato, ya que ni las
representaciones gráficas ni los ensayos
realizados con este fin han permitido es
tablecer dicho tipo de inhibición. Las
inhibiciones no competitivas por bloqueo
de grupos activos se incrementan nor
malmente cuando el antibiótico actúa
sobre la holoenzima recombinada, que 
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es, evidentemente, más frágil que la en
zima de origen.

Los ensayos realizados con la penici
lina Vk y la propionil-critromicina indi
can claramente la gran influencia de los
radicales unidos a los anillos antibióticos
en relación a la actividad inhibidora de
los compuestos resultantes sobre una en
zima determinada. Así, la penicilina G
ejerce una acción protegida por el subs
trato (9), totalmente distinta a la hallada
por nosotros en el caso de la penicilina
Vk, y la propionil-eritromicina posee una
débil acción inhibidora que contrasta
fuertemente con el notable efecto — de
tipo incompetitivo — producido por la
eritromicina (9).

Dentro de los inhibidores ensayados
deben destacarse aquellos antibióticos
que ejercen su acción por captación del
cfector metálico de la reacción enzimá-
tica (tetraciclinas y vancomicina, espe
cialmente). Los resultados obtenidos in
vilro con una enzima que requiere IMg++
y cuya disociación y reconstrucción ha
cen posible una gran variedad de com
binaciones experimentales, están total
mente de acuerdo con la observación,
comunicada por diversos autores, de que
ciertos cationes polivalentes — y en es
pecial el calcio y el IMg++ — contrarres
tan la acción de las tetraciclinas y de
otros antibióticos sobre los microorganis
mos. Esta acción es anulada totalmente
por los agentes quelantcs. Por otra par
te, a medida que aumenta la facilidad
de formación de quelatos por los anti
bióticos es mayor la dificultad de con
trarrestar su efecto.

Los resultados obtenidos permiten de
ducir que la enzima, sin adición de Mg++
o DPT, forma una asociación compacta
que no permite o dificulta el acceso — es
pecialmente en presencia del substrato —
del producto antibiótico al Mg++. En la
enzima recombinada — que necesita un
gran exceso de los componentes termo-
estables — la unión es menos fuerte, lo
cual conduce frecuentemente a un gran 

incremento de la inhibición. Todo parece
indicar que el ion metálico se halla im
plicado en la unión apoenzima-coenzima-
sustrato, formando un complejo muy es
table y difícilmente atacable al de
trabajo. Cuando el antibiótico se añade
sobre la apoenzima antes de la adición
de i\Ig++ y DPT, puede producir una
inhibición prácticamente total por im
pedir, seguramente, el acceso del Mg++
a los grupos proteicos o coenzimáticos
que deben albergarle.

Los derivados glucídicos — excepto la
Kanamicina — poseen una notable ac
ción sobre la piruvato carboxiliasa, de
biendo destacar el efecto producido por
la ristocetina. También en este caso, la
adición de un exceso de efector metálico
parece reducir la acción inhibidora.

Al considerar el efecto producido por
la nitrofurantoína debe tenerse en cuen
ta la existencia de grupos quinónicos en
su molécula, ya que Khün y Beinert (7)
han comunicado la fuerte acción inhibi
dora de gran cantidad de derivados de
tipo cetónico sobre la piruvato carboxi
liasa. Por la naturaleza quinónica de la
griseofulvina, era previsible que ejercie
ra su efecto fundamentalmente sobre la
apoenzima y/o sobre el DPT. Sin em
bargo, los resultados hallados sugieren
un bloqueo preferente de los puntos de
unión entre el llg-*4 y el DPT.

(*) Nos complace expresar nuestro agra
decimiento a los Laboratorios Abbot, Altor,
Antibióticos, Bayer, Bristol, Cario Erba, CE
PA, Farmabión, Instituto Farmacológico La
tino, Hoechst, Lederle, Lilly, Juan Martín,
Rhóne-Poulenc y Roussel, por habernos su
ministrado generosamente los productos anti
bióticos que se han utilizado en este trabajo.
La gratitud especial de uno de los autores
íF. G. F.) por la Ayuda concedida por los
Laboratorios Leti para la realización del
mismo.

Resumen
La piruvato carboxiliasa presenta una nota

ble labilidad frente a la mayoría de los anti
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bióticos ensayados. El efecto sobre la holoen-
zima reconstruida es normalmente más intenso
que sobre la enzima purificada. Los resultados
bailados in vitro con la propionil eritromicina
y fenoximetil penicilina difieren notablemente
de los obtenidos con otros derivados de ambos
antibióticos, de donde se deduce la gran
influencia que pueden tener pequeñas modifi
caciones de las estructuras básicas antibióticas
sobre el efecto producido. La penicilina VK,
metansulfonato de colimicina, novobiocina,
ristocetina, espiramicina, tricomicina y griseo-
fulvina actúan por mecanismos de tipo no
competitivo, uniéndose probablemente a la
enzima en posiciones moleculares que dificul
tan el acceso del substrato a los centros acti
vos. Los derivados glucídicos destacan por la
potente acción inhibidora que ejercen sobre
el sistema estudiado.

El efecto producido por las tetraciclinas
ensayadas y por la vancomicina y ristoce
tina tiene lugar a nivel del efector metálico.
Las incubaciones previas realizadas con los
componentes de la holoenzima han permitido
comprobar la captación del Mg++. La presen
cia del substrato protege normalmente la inhi
bición producida por los antibióticos mencio
nados.

La cicloserina, Kanamicina, eritromicina y
oleandomicina no afectan apreciablemente a
la piruvato carboxiliasa, en las concentraciones
empleadas habituahnente en este trabajo.

Summary

Effect of antibiotic compounds on yeast
pyruvate decarboxylase (Enzyme and

recombined holoenzyme)

Pyruvate decarboxylase (4.1.1.x.) is
inhibited by niost of the antibiotics tes-
ted. The effect on the recombined holo
enzyme system is normally higher than
on the purified enzyme.

Results found in vitro with propionyl
erythromycin and phenoxi-methyl-peni-
cillin are remarkably different from tho- 

se obtained with other derivatives of the
same molecules, showing the influence
of little Chemical modifications of the
antibiotic structure on its effect. Pheno-
ximethyl-penicillin, colimycin metansul-
fonate, novobiocin, ristocetin, spyramy-
cin, tricomycin and griseofulvin act by
noncompetitive mechanisms. Inhibí tory
action of glycosidic-type antibiotics (ka-
namycin excepted) is especially liigh on
the pyruvate decarboxylase.

Tetracyclines, vancomycin and risto
cetin act at the level of metal cofactor
requirement as shown by results obtained
in previous incubations with the compo-
nents of the holoenzyme system. The
presence of substrato usually prevents
the effect produced by compounds with
chelating properties.

Cycloserine, kanamycin, erithromycin
and oleandomycin have no effect on the
enzyme activity under the conditions of
the experiments.
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