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IxTRODUCCION

La catalasa (peroxido de hidrogeno: perdxide de hidrogeno éxido-
reductasa, E. C. 1.11.1.6} es un enzima del grupe de las dxido-reducta-
sas que cataliza la reaccidn

H_JQ2 + M, O2 = O2 + 2 HEO.

Thénard, descubridor del peroxido de hidrégeno, en 1811 ohservd
que los tejidos animales y vegetales descomponian el H,0O,. Lorw (1)
denomind catalasa al enzima que catalizaba esta reaccion.

MAENLY (2), en una revision sobre la catalasa, indica la existencia
de dos mil articnlos sobre el enzima hasta 1954,

I.a catalasa existe en todo organismo que tenga cadena de citocro-
mos. Iixiste en todas las bacterias derdhicas, excepto en Acetobacter.
Las bucterias anacrobias no poseen catalasa.

SumNEr & Douscr (3) obtuvieron ciatalasa eristalizada a partir de
higado de buey. Posteriormente se han obtenido catalasas cristalizadas
procedentes de otras fuentes; por ejemplo, HExrnert & PinseENT (4) cris-
tatizaron T catalasa de Micrococens Ivsodeilticns,

Lstudios cinéticos del enzima han sido electuados, entre otros, por
BowxtcnseN, Craxce & Turorenl. (B), v mis recientemente por Joxes &
Suacert {6), los cuales han peostulado también un mecanismo de reac-
cion (7) v un modelo sobre centro activo del enzima (8).

Ocura & al. (%) han estudiado la relacidn entre los cambios en el
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especiro de absorcidn del enzima producides por los inhibidores con el
tipo dc inhibicidn.

Lixperiencias preliminares en nuestro laboratorio nos demostraron la
existencia en Psalliota campesiris de una notable actividad cataldsica.

Nuestro trabajo irata principalmente de Ia purificacion del enzima
procedente de esta fuenie y de la investigacion de algunas de sus carac-
teristicas cinéticas: asimismo se ha conseguido purificar v cristalizar la
catalasa de A, Ivsodeikticies medianie un proceso modificado v mejorado.

MatTerian v METODOS
Material bioldgico.

Micrococcus Ivsodetkiicus, CIECT 49, cultivado en medio so6lido. con-
teniendo: agar, 2 g.; extracto de levadura, 1 g.: glucosa, 2 g.;
PO HK, .3 H,O, 1 g.; 1 ml de solucion salina, en 100 ml. de agua
‘destilada. El pH se ajusta a 8,0, antes de afladir el agar, con KOH N,
Se esteriliza en autoclave, 4 2 atm,, cince minutos.

La solucion saling contiene: SO Mg -7 H,O, 4 g2.; CINa, 0.2 g.;
SO Fe -7 H,O, 0.2 ¢ 0 SO Mn. 0,16 g.. en 100 ml. de agua destilada.

Tl microarganismo se¢ incuba, durante veinticuatro horas. a 24° C.
Tnoculos procedentes de cste cultivo se siembran en medio liquido, con-
teniendo : hicarbenaro sadico, 85 g.; extracto de levadura, 10 g.; so-
Tucién salina, 10 mi. en un litro de agua. Se ajusta a pH &0 con
KOM N y se esteriliza en corriente de vapor durante treinta ntinutos,
Una vez frio se le afiade una solucion de 20 o. de ghicosa en 100 ml. de
agua destilada, esterilizada a una atmdsfera durante quince minutos
v fria.

I cultive se electdn o temperatura ambiente, con aireaciéon, duran-
te veinticuatro-cuarenta vy ocho horas,

Los cuerpos {ructiferns del hongo Psalliota campestris se obtuvie-
ron comercialmente,

‘Reactivos v prodiucios.
Todos los reactivos morganicos utilizados fueron de B. Merck, AG,
excepto los siguientes : Perhidrol 30 % en peso. Toret. Molihdato amo-

mnico Gehe & Co., AG.
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Acido citrico de Merck, acido sérbico de Doesder, acetona de Merck,
etil mereaptane de Tluka A. G., tiourea de Rhéne-Poulenc y clorhidrato
de l.-cisteina de Sigma, Ionagar nim. 2 de Oxoid, extracto de levadu-
ra de Oxoid, glucosa Merck y lizosima S. P, A.

Determingeidn de actividad cotaldsica.

Se llevaba a cabo midiendo la cantidad de perdxido residual por el
mérodo de Isaacs (10), modificado para fotocolorimetria. A un tubo.
de colorimetria, conteniendo 0,1 ml. de extracto enzimatico, se afadia
1 ml de agua oxigenada 52,4 mM,, preparada afiadiendo a ¢,3 ml, de
perhidrol 50 ml. de tampodn fosfato 0,075 m, pH 6,9. A los veinte se-
gundoes se parabd la reaccion por adicion de 1 m. de Acido sulffirico M.
Se anotaba el tiempo transcurrido desde el comienzo de la adicion del
agua oxigenada hasia’ el {inal de la adicién ‘del sulfirico.

A continuacién se afadian 1,5 ml. de tampén fosfato 0,075 M de pH
6,9, 1,2 ml. de niolibdato ‘amodnico al 1,1 % v 1,2 ml. de acido citrico
al 6 %. Tl coler desarrollado se media a 360 mp en un Spectronic 20-
de Bausch & l.omb, equipado con tubos de 1 cm. de paso de luz. La
cantidad de perdxido residual se calculaba mediante una curva patrdn
construida con ud gradiente de concentracion de H,O,. Por diferen-
cin con la cantidad de perdxido afladido se calculaba el perdxido des-
compuecsto en el tiempo de reaccion.

Ias unidades se expresan cn pmoles de perdxido descompuesto por
¢l enzima en un minuto.

La cantidad de proteinas se midio por el método de Lowry &
al. (A1), segln la modificaciéon de Eccstriy & Krrutz (12).

La unidad de actividad especifica del énzimg se estimé en pmoles:
de 1,0, descompuestos/mg. prote’mzl/’mimito. '

Cromatografia de adsorcidn v de cambio iduico.

I.a cromatografia de adsorcidon se realizé sobre gel de ifosfato ‘cdl-
cico, equilibrado coun tampdn fosfate 0.001 M de pH 6,9 v preparado
segtin ¢l nétodo de Trsenivs & al. (13).

- La DEAT celulosa se prepard segiin el ' método de Seusert ‘& REM-
BERGER (14) equilibrada con tampén fosfato 0,001 A de pH 7.7,
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ResuLtanos
Cristalizucion de la catalasa de Micrococcus,

Las cHulas cultivadas, como se indica en material v métodos, se
«cosecharon por centrifugacién v se deshidrataron con acetona fria
(20 ml. por gramo de peso seto), conservandose en congelador hasta
el momento de su lisis.

. Se siguié un método de lisis controlada con lisozima (15). Asl se
obtiene un lisado libre de restos celulares v compuestos insolubles, con
Yo que se facilita la purificacién posterior.

£l lisndo se fracciona con sulfato aménico sélido, recogiéndose casi
toda la actividad catalasica entre 50 v 70 9% de saturacidn,

Il precipitado obtenido se disolvié con tampén fosfate 0,1 M de
pH 7.7 y se volvid a fraccionar con sulfato amdénico, recogiéndose toda
Ta actividad entre 50 y 80 ¢4 de saturacion,

Iiste precipitado se disolvié en agua bidestilada hasta lograr uma
soluctdn saturada de proteina que se dejo en reposo a 4° C, obtenién-
dosc cristales al cabo de tres dias. Estos cristales se separaron por
centrifugacidn y se suspendieron en agua bidestilada. Al microscopio
presentan forma de octaedros regulares, como los obtenidos por Her-
‘hert v Pinsent.

Purificacion de la cofalasa de Psalliota campestris.

l.os extractos crudos se obtuvieron por extraccion en tampéon fos-
fato 0,075 M de pH 6,9 mediante batido. L.os restos celulares se sepa-
raron por centrifugacidn. A continuacidn se afiadia sulfato amonico
hasta alcanzar un 70 9 de saturacion, recogiéndose toda la actividad en
-e} precipitade que se separaba por centrifugacion y se empleaba en pos-
teriores etapas de purificacion.

Al precipitado disuelto en tampon fosfato 0,001 M de pH 6,9 se le
afiadia gel de fosfato célcico (3.6 mg. de gel por mg. de proteina). con
Jo que gran parte de las proteinas contaminantes quedaban en el gel
De esta forma se purificd el enzima 2,8 veces (tabla I).

- Tin eolumna de DEAE-celulosa se afiadian unos 20 mg. de proteina
:a una colimna equilibrada con tampén fosfato 0,000 M de pH 7.7 v se
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L Tapvra 1

Purificacién de-la cutalasa de P. campestris por adsorcidn con gel de fosfato cdlcico

Actividad
[ Volumen . Unida-  Unidades -Proteina especitica Recupe-
toial {ml}  desfml  totales- (mgfml) (unidades/mg) racion %,
Lxtracto crudo... ... ... 20 1830 36200 8.6 210 100 .
Precipitado T0% ... ... 20 1250 25000 5.2 240 . 69,
Sobrenadante gel ... .. 1) 1420 28400 2.9 489 I

eluia con concentraciones crecientes de cloruro sédico, La fraccion mas
purificada correspondia a una molaridad de 0,1 (fig. 1). La purificacion
alcanzada fue de 13,8 veces (tabla II).
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TFig. 1.—Cromatografia en columna de DEAE-¢celulo-
an del precipitado por sullato aménico al 0-% de
saturacion. En linea de trazos se representa la acti-
vidad especifica de las fracciones. ¥ en linea llena la
concentracion de proteiims. '

En la'figura 2 sé muestra el espectro de absorcién de esta fraccidn
purificada; que presenta maximos a 350, 505 y 630 mp. "~ ° 7
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TasLa I1

Purificacidn de la catalosa de P. campestris por cromatografic en DEAE-celuloso

Volumen - Unidades Proteina Recupera-
fofat Unidades/ml totales (mg/ml) cién 9,
Extracto crudo ... ... ... ... 3 1280 6400 6,4 100
Precipitado 70 %... ... ... ... 3 890 4450 3.9 69
Fraccion DEAE-celulosa ... i 830 4150 0,3 64
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Fig. 2 —Espectro de absorcién de la fraccion 2 ob-
tenida por cromatografia en DEAE-celulosa. Se en-
cuentran fres maximos: a 350, 305 y 630 ma.

Estabilidad de la catalasa de P. campestris.

Se pude comprobar que los extractos crudos perdian ripidamente la
actividad vy la inactivacion iba acompafiada por un oscurecimiento; esto
hizo pensar si los altos niveles de polifenol oxidasa existentes en Psallio-
‘t cantpestris serian responsables de la inactivacién,” Sin embargo, no
es éste ¢l finico factor a considerar, pues inhibidores de la polifenal oxi-
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dasa, como la tiourea y la cistelni, no mostraban ningin efecto pro-
tector de la actividad, a pesar de mmpedir el oscurecimiento de los ex-
tractos. L.a acetona tampoce protegia la actividad, ni tampoco el etil
mercaptano; éste, ademis, ejercla un ligero efecto inhibidor.
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Fig. 8.—Dependencia de la velocidad de reaccidén res-

pecto a la concentracién del sustrato en presencia v

ausencia de inhibidor. (@ ), extracto crudo.

(O ——~—10), extracto crutdo incubado con la con-

centracion de mnicotinamida que produce una inhibi-
cidn del 50 9.

Cinética ¢ inhibicidn de catalesa de P. campestris.

a) Cinética: Los estudios cinéticos nos llevan a resultados simila-
res a los obtenidos por Theorell; Ia relacién entre concentracion de sus-
trate v velocidad de reaccidén sigue una linea recta (fig. 3). No parece
existir verdadera constante de Michaelis, como se deduce de la repre-
sentacién de Lineweaver & Burk (fig. 4).

b) Inhibicién: Tratando de encontrar protectores de la actividad
catalisica se utilizdo de modo empirico la nicotinamida, encontrindose
un efecto inhibidor que se estudié més a fondo. La concentracién que
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producia el 50 9% de inhibicion era 0,79 M. La c¢inética de inhibicion se
estudid en extractos crudos, a los gue se ahadid nicotinamida hasia al-
canzar el 30 % de inhibicion. l.os resultados s¢ muestran en las figu-
ras 3y 4. . o

Paralelamente se midié el cambio en el espectro de absorcidn del ex-
tracto crudo producide por diversas concentraciones de inhibidor, ob-
servandose un awmento de la absorcion proporcional a la cantidad de
mhibidor afadida.
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Fig. 4 —Representacion segtin la ecvacion de Lineweaver & Burk de los
& 1 H
resultados de la Tigura 23 (O O, extracto erudo ;

(@ — — - W) éxtracto con inhibidor,

Discusiox

il procedimiento de lisis descrito poer Ferver (16) causa no solo la
ruptura de la pared cclular de M. Ilvsoedeikticns, sino también la del
protoplasto, con lo cual pasan al lisado componentes subeelulares (ue
nceesitan ser eliminados por separacion con disolventes arganicas, Nues-
tro procedimiento elimini este paso y el conscenente peligro de desna-
turalizacion signiendo 1 método de lisis controlada deserito por Srer-
NER & BrER: (15). ' : -
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La rapida inactivacion de los extractos crudos de F. campestris, __de
igual magnitud que la de las fracciones parcialmente purificadas, pa-
rece concordar con la estructura polimérica propuesta para la catala-
sa (8) y su desdoblamiento- en pretémeros inactives. - v

fa cinética de la’ catalasa de P'"crm'zﬁmtrzs no -difiere’ de 'Ia-'proté‘—
dente de otras fuunes. seglin s deduce de’ huestros ectudlos compa-
rados’ (,Otl tr'tb'ljos én’ que se utilizd ‘la misma técnica’ para cataldda de
otris fuentes (5). Sin emhnrgo estudios’ recientes (6), realizados ‘én’
tiempos de reaccion muy reducidos, ([emuestran la’ e‘(lstenma “de una

cinética de Michaelis para la reaccién inicial. et

De los resultados. obtenidos para la cinética. de mh1b1c1on no pode-
mos conciuir de qué tipe de inhibicion .se trata. los resu'ltados .apun-
tan hacia una inhibicién de tipa competitivo. Las variaciones en el es-
pectro de absorcién sugieren' la‘combinacion reversible de ta nicotinami-
da-con eligrupo-tienc, segiin los.trabajos de Ocura & o, (9). .. )

s L ) B e - o)

. RESUMEN

Se ha cristalizado la catalasa de Micrococcus lysodeikticus por. un
procedimiento sencillo, empleando lisis controlada.

La catalasa de Pselliota camipestris ha sido purificada 13,8 veces
por cromatografin en DIEAT-celulosa, v 2.3 veces por adsorcidn en gel
de fosfato calcico.

Se ha comprohido-la poca estabilidad en solucién de la catalasa de
Poocampestris ¥ ose ha estudiado el efecto de varios compuestos sobre
los extractos crodos.

La mhihicién de la catalasa por nicotinamida ha sido estudiada por
procedimicntos cinélicos v especiros de absorcion que sugieren una
combinacidn reversible del inhiidor con el grupo hemo,
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