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La catalasa (peróxido de hidrógeno: peróxido de hidrógeno óxido—

reductasa,E. C .1.11-1.1.6)es un enzima del grupo de las óxido—reducta—

sas que cataliza la reacción

1-IG,+H O, = O, -l-2H O.

Tliénard. descubridor del peróxido de Imidrógemio, en 11811 observó

que los tejidos anímiiales y vegetales (lesc(mmiipotiiahi el 1-LO,. Lozn’ (1)

denoníimíócatalasaal enzima que catalizabaesta reaccmon.
MAEttí,v (2), en mía revisión sobre la catahasa.itídica ha existencia

~le dos miii! articímlos .sobreel eímzihíía hasta1.054.
1f.át catalasaexiste emí to(l o orgamíisnío qime temíga cadenade citocro

mos. Existe etí todas las híacterias aeróhiicas excepto emí 1 cc/oboe/ev.

Las bacterías.amíaerohíiaslío flOSn czítalasa.
SuM NIIR & DOUNCE <2) ol,tmivieroti catalasacristalizada a partir de

iitrt(lO
- d¿ litmey. l’osteriorniente se híamí ol)tehii(lo catalasascristalizadas

proce<heímtesde otras fítemítes por e¡emplo, 1-1 ERBERT & PIN5ENT (4) cris—
tal izaro¡ m ti catalasa ¡le ji! ieíocoecos (vsa<te/PIle/ls.

Estííd os citiétícos del etizima lían sido efectitados, emítre otros, por

BONN¡(It SEN, Cí LANCE &. Tít FOnEmA (5) y tiiñs recíentetiiemitepor JONES &
SUe;cívír (6). los citales líatí hiostttla(lo tamíibiémí mili mecamíismo(le reac—
ciómí (7> y íín ti) 0(1(110 sohíre cetítro activo deí emizima (8).

Oc U ¡zA & o!. (9) lían estudiado la relación etítre los cambios en el
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espectrodc absorcioí: del enzilmia 1)roduci(hospor los itihiibi(lores coTí el

tipo <le inliibmcítui.
Experienciasprelimmí imiares eím mí ncst¡o laboratorio mio s deinostraron la

cxi stemic;achi Ps<ulijo la caí>u], estlis de u¡ma 2í (mt ¿1hule actiNi (la(1 catalásíca.

N cíestro trabajo trata prim;cipalnieímte de la purificación del enzima
procedentede esta fuetíte y cíe ha iii vestigaciónde algunasde síms carac-

terístícas citiéticas : asiiíiismiío se lía conseguidopurificar y cristalizar la
catalasacíe ,1/. lvsadcjA-/jeíísniediaííte mímí procesomííodificado y mííejorado.

AísleN isí. Y .\t Éíotuos

A/ateí-jo( bialaiguca.

Afjeroeaeeííslvsadejl.’ticas. CECT 49. cultivado en ínedio sólido comí—

tenictíd o : agar, 2g. extracto de levadura.1. g glucosa. 2 g.

PO 1>1K . 3 .1-1 ~O. 1 g. 1 ¡nl. (le soluciómí saliiia. emí 100 ml de agua
destilada. El pFl se :íjímsta a 30, amítes de afladir el agar. comí 1(014 N.
Se esteri 1 iz¿t e ¿1 Títoclaye, ;t 2 atmii . , c¡míco ¡u ¡autos.

La sohíícióím salina coímtietme SO Mo- . 7 1-10. 4 g. CINa. 0.f?g.:
SO F~ . 7 1-1.0 0”o:S 0.1 Al¡m 0,1fi g . en 1100 tul. (le ag¡ía destilada.

ial !nicroorg;ItTTS¡imo sc it:culía. chítratite xeititictm;ttrO horas, a 24~ C.

In ejíl os mm rocedenmes <le este cuíti ‘o se síe¡nbrau emí iiiedi o liquido, cotí—
tenictí do 1 íc;, ¡-1)0 ¡¿Itt, sodico. 8.5 gv extracto de levadura, 1.0 g ,~ so—

Inc íó¡i salítm TI, lO tu 1., cuí un litro de agcía Se aj um sta a pH 8,0 con

RO1-1 N y se esterihiza etm corrietite cíe vapor d uramíte treíííta nímutítos.

Ltia vez fí-jo se le í ii;ííhe ít¡i;í soluciómí (le 20 g de glúcosa cmi 100 ml de

agcma (lestIla(l;t. esterilizada a ím¡ía atmosfera dutratite qihimíce rni¡íutos

y fria.
El o; uhtiyo se efcct Ita a temuíperatimra;tni luietíte, comí aireación, duran-

te vetmmttcuatrO—cítaremitay ocho horas.

Los cmíer1uOs frííctiferrms- del liomigo Psalljofo ea//lpesmrzs se olutuvie—
ron comímemealímuetmtc.

Rc.’<uítzvo¿ y fht/<lutef 05.

itud cus los reactivíus tmíoreaím¡cos utilizados fueromí de E. Merck, A O,

exce1uto 1 os 5i14Imiem;t(:s : Perlmidr(ml 30 % en peso. Foret. Nfolibdato amo—
juco Clelme & Co.,AC.
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Ando cuneo cíe Merck, ácido sórbico de Doesder, acetonade Merck~

etil iliercaptamio de fluka A. O., tionrea de Rhóne-Poulency clorhidrato.

de L-cisíeimia de Signia, lonagar mióní. 2 de Oxoid. extracto de ievadu-
ra de Oxoid, glucosa Merck y lizosima 5. P. A.

Dcmcrnrníaeíon de aetivi<lad ca/alósica.

Se llevaba a cabo midiendo la cantidad de peróxido residual por el

método de lsAAcs (10). modificado para foíocolorinieíria. A un tubo

de colotlnietrí¿t, conteííiendo 0,1 ml. de extracto enzimático, se añadía
II. oíl de agua oxigenada52,4 mM., preparadaanadíendoa 0,3 ml. de
perímidrol 50 mí. de tampón fosfato 0075 Tu, pH 64tA los veinte se-

gundos se parabh la reacción por adición de II ml de ácido siMúrico M.

Se atuotabael tiempo transcurrido desdeeí comiíienzo de la adición del
a~tma oxigehada hasta el final de la adición de~ sulfúrico.

A cotmtinuacióu se añadían1,5 ml. de tampón fosfato 0,075 Nf de pH

6,!),].,2 muí1. de ítolibdato áníónico al ti % 4 1,2 ml. de ácido c’itrico
al 6 %. El color dhes;trrolhadose media a 360 mii crí uh Spectronic 20

de llatíselí & 1.~omb, equipado con tubos (le 1 cm. de paso de luz La
cantidad de lueróxido residual se calculaba mediante una curva patrón-

comístrtíida CÓ~ 1111 gra(liehite de cotícentraciótí de H
202. Por diferen—

cía coím lii cTttmti(lad <le l)cro~xi(lo añadido se calculaba el peróxido des—

comuipímesto etí el tietmil)o de reacciómí.
Las ímííidaches se expresancmi Lnioles de peróxido descompuestopor

el etí zí ¡mía cii un miii tíuito

La camítidad de proteínas se midió por el muíétodo de LoxvRY &
al. (111), segiími la modificación de EGG5TFÁN & KRETJTZ (12).

La títíldad de actividad específica del enzima se estimó en tmoles;

(le 111,0, descoímipuestos/nig.prote
5na/íninímto.

Crozííafagrafia <le a <isa>-eIda u’ de comíAla idaleej.

1a croíííatografia de adsorcton se realizó sobre gel de foMato cM—

cíco. e
1uilibrado con tampón fosfato 0,001 Nf de pH 0,9 u’ preparado-

segútí cl umétodo de Trszuius & al. (13).

La -DEAE celulosa se preparo segúnélnuétodo de SEUEERr & BENI—
BERCER (14) eqítihilurada con tampób fosfato 0.001 Nf de pH 7,7,
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Cris/al ira elda ííe lo ca/alosa de Mícrococcus.

Las células cultivadas, conio se indica en material y métodos, se
cosecharon por centrifugaciótí ~‘ se deshidrataron cotí acetona fria
(20 nil. por gratiío de peso seco), conservándoseen congeladorhasta

el mnomiíento cje su lisis,
Se siguió umí método de lisis controlada con lisozima (15). Así se

olutiemie utí lisado libre (le restos celulares \r cotupimestosimisolubles, con

lío íj nc se facilita la purificación posterior.

El lisado se fracciona con sulfato amónico sólido, recogiéndosecasi

toda la activ~dad catalásicaentre 50 y 70 % de saturacton.
- LI pí-ecípit;ído obtemiiclo se disolvió con tampón fosfato 0,1 Nf de

pI-l 7.7 y se volvió a fraccionar con sulfato amonmco,recogiéndosetoda

la activid¿td entre 50 y 80 % de saturación.

Este precipitado se disolvió en agíía bidestilada hasta lograr una

solucióíí sTttlmrada de proteína que se dejó en reposo a 40 C, obtenién-

dose cristales al cabo de tres días. Estos cristales se separaroJípor

ceíítrifug¿íciózí x’ se suspendieronen agua bidestilada. Al microscopio
preseímtaíífornía de octaedros regulares, como los obtenidos por Her-

luert y Pitísent.

Eue1-juCoejopz <le la ecu/alosa de Psalliota campestris.

1.-os extractos crudos se obtuvieron por extracción en tampómí fos-

lito 0,075 Nf de pH 6,9 mediantebatido. Los restoscelulares se sepa-

rarohí por centrifugación. A continuación se añadía sulfato amónico
h;tsta ;tlca¡mzar un 70 % de saturación, recogiéndosetoda la actividad en

el precipitado que se separTtbapor centrifugacióny se empleabaen pos-

teriores etapas<le purifícacion.

Al precipitado disuelto etí tampón fosfato 0001 Nf de pH 6,9 se le

amíadiagel de fosfato cálcico (3.6 íng. de gel por mg. de proteína), con
lo que gran parte de las proteínascontaminantesquedabanen el gel.
De esta forma se purificó el enzima 2.3 veces(tabla 1).

- Etí columna de DEAE-celÉílosa se añadíanunos 20 mg. de proteina
:5 ¡iíi;I eñlmííiina eqímilíbrada coíí tasiipóií fosfato 0,001 Nf de pH 7.7 x’ se
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TASLA 1

]>Iíri/icoeióíu dc la calalasa de Pcanmpestrispor adsardóu¡ col’ gel <U fos/aío ctflc¡co

Aeúvídad
Volumen Unida- Unidades Proteína especihica ¡¿ocupe.

holat (mi> des/ffii totales (mg/mt) <unIdades/mg) ración ~

Extracto crudo 2(1 1810 36’0(> St? 210 100 -
.Preciímiíado 70 % 20 1250 25000 5.2 210 - 60

Sobrenatíanle gel 2» 1420 28400 2,9 ISil 78

eluia con concentracmonescrecientesde cloruro sódico. La fracción más

purificada correspondíaa una molaridad dc 0,1. (fig. 1). La pímrificación

alca¡iza¿lafíme (le 11:3,8 veces (tabla IT).

it/O
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Fig 1—Crotnatograliaen coinmnna de DEAE-cehulo-
Sa del precipitado por sulfato amónico al 70-% de
salítracion- En linea de trazos se representala acti—
vicIad especificade las fr;íccioííes. y en hímea llemma l;í

commcentraciótide proteinas.

- En la figurW 2 sé muéstrael espectto de absorción de eáta fracción
-purificadcd (pie p?esentamáximos a 350, 505 y 630 m¡t - -
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TABLA II

Purijic-addíi de fa <alolosa de P canípestris por C¡’OJ/wIogra/ia en DEAE-celí¡taso

Vomuníco
total Unidades/mm

Unidades
¡oídas

Proteína
(mg/mí>

Pecupera
clón ~/c

Extracto crudo 5 1280 6400 6,4 100

Precipitado70 %... 5 890 4450 3,0 60

Fracción DEAE-celulosa . 830 4150 02 64
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Fig. 2—Espectrode absorción de la fracción 2 ob-
tenida por crornatografla cuí DEAE-celulosa. Se en-

cnentrantres ‘naxírnos: a 350, 505 y 630 nie

EstabIlidad de lo catolasa de P. campestris.

Se pudo coíiiprobar que los extractos crímdos perdían rápidaníentela
actividad y la imíactivacióniba acompafladapor un oscurecímíento;esto

hizo pensarsi los altos niveles de polifenol oxidasaexistentesen Psallio-

tá cambes/nsserián resbonlsablesde lá inactivación. Sin embargo, no

es éste el único factor a cotisiderar, pues inhibidores de la polifenol md—
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dasa, como la tiourea y la cisteiíía, no mnostrabaííningún efecto pro-

tector de la actividad, a pesar de impedir el oscurecinííentode los ex-

tractos. La acetona tanípoco protegía la actividad, mii tahlípoco el etil
anercaptatio;éste, además,ejercia un ligero efecto inhibidor.

SOl

o

loo —

— oII--

-

20 . 40 60 80 400 IZO 440 160 180

fH2 O~3

Ng. 8.—Depemmdenciade la velocidadde reacciónres-
peco a la conccntracíondcl snsttato en presemíctaY

ausendade inhibidor. (Q Q) extracto crudo.

(O — — — O). extracto crudo incubado con la con-
centración de mmicotinamíiida que produce una itihiilíi-

ción de! 50 %.

Cinética e inluibición de ea/alosa de E. campestris.

a) Ciíiética : Los estudios cinéticos nos llevan a resultadossirnila-

res a los obtenidospor Thíeorell ía relación entre comícentraciónde sus-

trato y velocidad de reacción sigue una línea recta (fig. 3). No parece
existir verdaderaconstantede Michaelis, como se deduce de la repre-
sentació¡í (le Li¡ieweaver & Bcmrk (fig. 4).

b) Inhibición: Tratando de encontrar protectores de la actividad
catahásicase utilizó de modo empírico la nicotinamida, encontrándose
un efecto inhibidor que se estudió más a fondo. La concentraciónque
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producía el 50 o/~ de iníiibiciómi era 0,19 Ni. La cinética de inhibicmotm se

estudió cii extractas crudos, a los que se añadiónicatiuíanuidalíasí¿í al—
c;íiízar el 50 ~ de iííliiluicióti . l.~os resultados se mííuestraíí en las figu-

ras3 y 4.
Paralelanietitese midió el cambio en el esluectrode absorciómídel ex-

tracto crudo producido por diversas eonce,mtracionesde inhibidor, ob-
ser~-á ~d(use ~.;íi aamento (he la absorción proporciíummal a la catít idad de

¡¡ihíbídor afladida.

014—
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o lot

o
006b

0194
a

002 — — — —

O ....f5

Q004 0008 0012 O0<~ 0020 0024 0028 0032 003G 0040

U [H2O~j-

br 4~. .—Represctit;íciíí~íscguTi la CcOLCiTDtOl (le J..itíewe:íVcr & BIA!k <le Iris
esnitadosdc It tígití .1 (0) 0). extracto ct,I(lO

< • — — — • ) extracT(i (<<TTí itiITilmiIhIJi

iDíscUsIoN

- Ef l)rocedimísietito de lisis (lescrito por -í LRBtiT (1.6) causano sólo la
rl Iptitra de ITt pared ccl íml;í V de 111. ivso ¿(ciktic íís , si no también la Ile

1

pratoíulasto, con lo cit;í 1 p¿í5Tt Ii al usado coliflio u etites suluceltilares qtic

líccesítail ser elimii tundaspor sepafaciómícomí (hisolvelites argánicos.Nimes—

1ro procediiiiiemito elimíí iíí;í este paso y el cotísecnetitepeligro de desíma-

títr;ílizaciómí siguiemudo títí tííétodo de lisis comítrolada (lescrito por Sí-mu
NEI< & BEERs (15).
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.LTt rapidTí iti;íct ivacióií de los extractos crtmdos (le E: c-aínpestris, de
igual hiiagmíittmd víue la de las fracciotíes parcí;slm~mite purificadas, ~a7
rece comicordar con la estructura polimérica propuesta para la catala-

sa (8) y Sth desdoblamieíitoen protonieros ¡miactívos. - O 2

La cinética de la catalasa de E; édíñpcstris lío difiere de -la- proée—
demíte de otras fíme¡ít&. según se déduééde fluestros estudios cómta2—

fados ~éoii trabajos étí que se utilizó la niisma técnica para catalasa‘dé
ot’r~ts

tÉiieñt4 (5) Simm embargo, estudios récientes (6), realizados éííi

tienipos de reacciótí hííííy reducidos, demuestran la existenci&de una

citiética de Michaelis 0ará la reaccióhí inicial. -

De los resítítados,obtetiidos para la cinética de inhi~~ció~ 1~9~ pode~

nios cohicíoir de <ííÑ ti
1)o . de itíhibiciótí se trata. Los resultados- apun~

tati hiTícia tihiTt itihí ibiciótí (le t;pct competitivo. Las varmactonesen el es-

pectro de absorciotí sugIeren lacombitíación reversible de la nicotinami—

<la-don eF grupohietio, segYmti lóstrabajos de OCURA & al. (9).

- RESIDIEN

Se lí;í cristalizado la catalasa de MieeaeaeeuslysadeiA-fleus por un
1u rocal tui icí i to semiei lío, enipleamído lisis comítrola(ha.

La catTí la su de [ísallio /o ealíz], C5 /í-is lía sido purific;ída 13,8 veces
2,3por cm-oiiiTItogrTtfia eíi l)]ilí\l=—celulosa,y’ vecespor adsorctonen gel

de fosfato cálcico.

Se lía cotiií)VOIíado la poe;t estabilidad en solución de la catalasa de
1’. eahíz/’est¡’is y se ITa estudiado eí efecto de varios compuestossobre
los extr;tctos cVII(los.

LTt tílí bici mi (he la cuttal;tsa por u icotinamnida lía sido estudiadapor

1urocedimiiíentos cimiél icos Y- esluectros (le absorciómí que stmgiereii títía

cíutiibitu:ícní.Iti t-evem-sible(leí imílíihuidor coiu el grupo liemíío.
Cátedra de Fsioiogia Vegetal
Facuíta(l de Cieticias
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