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Introducción 

Que las sustancias liquénicas poseen propiedades quelantes de catio­

nes divalentes, fue formalmente demostrado por Schatz (1963), aunque 

los efectos de estas propiedades sobre la fisiología de la planta compuesta 

no están bien establecidos (Lambinon y col., 19G4). Sin embargo, existen 

pruebas de que tales sustancias pueden ser utilizadas por el propio talo 

en mecanismos de defensa frente a microorganismos infectantes, bien 

bloqueando el proceso de fosforilación oxidativa (Bernald y col., 1950), 

Inactivando enzimas catabólicos por formación de agregados insolubles 

{Vicente y col., 1974) o modificando procesos anabólicos catión depen­

dientes. 

En el presente trabajo se estudia la quelación del hierro catalásico 

por cloroatranorina, un para-dépsido del ¡3-orcinol, y el fenómeno de in­

activación enzimática que de tal quelación se deriva. 

Material y métodos 

Fragmentos de talo de Evernia prunastri fueron extraídos con acetona 

a temperatura ambiente (Culberson & Culberson, 1966) y el extracto 

fue cromatografiado sobre papel Wahtman núm. 1, usando como solven­

tes n-butanol-acetona-agua (5:1:2) y cloruro férrico al 3 por 100 como 

revelador (Mitsuno, 1953). La mancha de Rf = 0,76 fue eluida con 

acetona, desecada a vacío e identificada como cloroatranorina por reac­

ciones de coloración, espectro de absorción ultravioleta, presencia de 
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cloro en la molécula y reacciones de microcristalización (Culber-

son, 1963). 

Los ensayos enzimáticos se llevaron a cabo con catalasa comercial 

(2x crystallized, de Sigma Chemical Co.) mezclando, en un volumen final 

de 2,0 mi., concentraciones variables de peróxido de hidrógeno con 0,2 

miligramos de protenia, tamponando a p H 6,9 con fosfato 75 m M . La 

reacción se desarrollaba a 37° y se detenía por acidificación con ácido sul­

fúrico 1 M. El peróxido de hidrógeno remanente se determinaba por el 

método de Isaacs, adaptado para colorimetría (Peizer & Widelock,. 

1955). En los ensayos de inactivación, se incluían en la mezcla de reacción 

14 (¿g de cloroatranorina disueltos en CINa al 2,5 por 100 sin variar el 

volumen final de aquélla. La velocidad de reacción se estimó como ¡imoles 

de H202 descompuesta/minuto. 

La valoración cuantitativa del hierro porfirínico fue llevada a cabo-

por el método de Sandell (1950), modificado por Park & Ponk (1963). 

En los casos en que se indique, la catalasa fue adsorbida sobre gel 

de fosfato calcico, equilibrado con tampón fosfato 75 m M de p H 6,9 y 

preparado según las indicaciones de Legget-Bailey (1967). 

Resultados 

Para una gama de concentraciones de peróxido de hidrógeno que 

variaba desde 10 a 65 m M , la inclusión de cloroatranorina en las mez­

clas de reacción disminuía la velocidad de descomposición de HjC^ para 

las diferentes concentraciones de substrato (fig. 1), haciendo descender 

la velocidad máxima calculada desde 15,38 en ausencia de la sustancia 

liquénica a 12,50 cuando la cloroatranorina se pone en contacto con el 

enzima al mismo tiempo que el substrato (fig. 2). Toma lugar, por 

tanto, una rápida y aparente inhibición no competitiva que no es rever­

tida por diálisis del enzima inhibido. Al conocerse la capacidad quelante 

de la cloroatranorina, se pensó que la pérdida de actividad podría deberse 

a quelación del hierro porfirínico, con lo que el proceso debería ser, 

entonces, catalogado de inactivación. 

La valoración del hierro, según se describe en Métodos, para una 

catalasa sin tratar y tratada con cloroatranorina proporciona resultados 

definitivos. Para comprobar el efecto de la cloroatranorina, dos mues­

tras de 10 mg. de catalasa disueltas en tampón fosfato 75 m M de p H 6,9, 

fueron tratadas con 140 ¡ig. de cloroatranorina y, después de veinte; 
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segundos de agitación, separadas de la sustancia liquénica, bien por ad­

sorción sobre gel de fosfato calcico equilibrado con el mismo tampón 

(tabla I, A ) , bien por precipitación con ácido tricloroacético al 5 por 100 

y posterior centrifugación a 14.350 x g. y 4? durante diez minutos en 

una centrífuga Sorvall SS-1 (tabla I, B). E n el primer caso se lograba 

10 20 30 40 50 60 

H202 m M 

Fig. 1.—Efecto de la cloroatranorina sobre la velocidad de 
íeacción catalizada por catalasa para diferentes concentra­
ciones de peróxido de hidrógeno. (0) catalasa pura; (O) 

catalasa tratada con cloroatranorina. 

una completa adsorción de la proteína utilizando 75 m g . en peso seco 

de gel por cada m g . de catalasa. E n este caso, el hierro fue valorado 

en la catalasa eluída del gel por adición de suficiente cantidad de tampón 

fosfato 0,5 M de p H 6,9 y posteriormente desecada a vacío. El hierro 

perdido se valoró en el sobrenadante de igual manera. E n el segundo 

caso, la cloroatranorina fue extraída del sobrenadante, después de pre­

cipitar la proteina, por adición de un volumen igual de benceno, seguida 

de agitación enérgica, separación de la fase orgánica y desecación (Cul-
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berson & Culberson, 1966). E n ella se valoró el hierro por el procedi­

miento usual. 

Los resultados expuestos en la tabla I demuestran que el tratamiento 

por cloroatranorina provoca la pérdida de un 71 por 100 del hierro cata-

lásico, pudiéndose encontrar este hierro en su totalidad en la sustancia 

liquénica soluble en benceno. 

Fig. 2.—Rectas recíprocas de actividad catalásica para di­
ferentes concentraciones de peróxido de hidrógeno de (0) 
catalasa pura; (O) catalasa tratada con cloroatranorina. 

tratada en la manera descrita con 49 ng. de cloroatranorina y la segunda 

sin sufrir ningún tratamiento previo, fueron pasadas a través de una 

Para comprobar si la cloroatranorina producía cambios en el apoen-

zima, de idéntica forma a los producidos por L-usnato sódico sobre la 

molécula de ureasa, dos muestras de 0,7 m g . de catalasa, una de ellas 
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T a b l a I 

Valoración cuantitativa del hierro porfirínico en catalasa activa e inactivada 

Tratamiento 
(i moles de hierro/g proteina 

Ninguno 

'Enzima tratado con cloroatranorina 

Sobrenadante conteniendo cloroatranorina. 

A 

25,3 

7,3 

18,0 

B 

— 

7,4 

17,9 

En A el enzima ha sido separado por adsorción sobre gel de fosfato calcico y el 
sobrenadante está constituido por la fracción no adsorbida. En B el enzima ha sido 
.-separado por precipitación con ácido tricloroacético y el sobrenadante ha sido extraído 
•con benceno, siendo analizada solamente la fase orgánica. 
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Fig. 3.—Diagrama de filtración a través de una columna de Sephadex 
G-200 de dos preparaciones de catalasa, una de ellas tratada (O) y 'a 
otra sin tratar (#) con cloroatranorina. La columna estaba equilibrada 
•con tampón fosfato 75 m M de p H 6,9 y la elución, en fracciones de 
10 mi, se llevaba a cabo con idéntico tampón. Se estima en 60 mi el 

volumen muerto de la columna. 
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columna de Sephadex G-200, de 21 cm. de alto por ,1 cm. de diámetro,. 

equilibrada con tampón fosfato 75 m M de p H 6,9. Los resultados se 

exponen en la figura 3. La ausencia de algún tipo de desviación para 

el pico de catalasa tratada con cloroatranorina indica que no hay cam­

bios de peso molecular para el enzima inactivado, resultados inversos a 

los obtenidos para ureasa inactivada por L-usnato sódico (Vicente y co­

laboradores, 1974), ya que la inactivación, en este caso, era paralela at 

aumento de peso molecular de la proteína. 

Discusión 

Se ha demostrado que la cloroatranorina produce una pérdida rápida 

de la actividad catalásica que se traduce en disminución de la velocidad 

de reacción para una serie de concentraciones de peróxido de hidrógeno 

utilizado como substrato. Este hecho fue interpretado, en un principio, 

como una inhibición de tipo no competitivo, según se desprendía del 

análisis cinético según el procedimiento gráfico de las rectas recíprocas 

de Linew'eaver & Burk (fig. 2). Sin embargo, el análisis del contenida 

en hierro de la proteína, después de ser tratada con la sustancia liqué-

nica,: demuestra claramente que tal contenido se ve drásticamente dis­

minuido, pudiéndose relacionar esta pérdida con la disminución de la 

actividad enzimática. Se definiría, entonces, como inactivación la pérdida 

de la actividad enzimática causada por cloroatranorina. A las concen­

traciones de cloroatranorina utilizadas y en las condiciones de experi­

mentación por las que se demuestra quelación del hierro porfirínico, la 

sustancia liquénica no parece tener ningún efecto significativo sobre la 

parte proteica del enzima. 

Tal naturaleza de la inactivación estaría de acuerdo con las capacida­

des quejantes para cationes divalentes atribuidas a las sustancias liqué-

nicas por Schatz (1963). En el caso presente, el hecho de que todo eí 

hierro perdido por la catalasa se encuentre en un extracto bencénico que 

contiene el total de la cloroatranorina empleada demostraría conclu­

yentcmente que tal quelación se lleva a cabo. 

Resumex 

Utilizando una catalasa comercial purificada y cloroatranorina, un 
p-dépsido de la serie del 3-orcinol, identificado y purificado de Ever?ii<r 
prunastri, se demuestra que la sustancia liquénica inactiva el enzima por 
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quelación del hierro porfirínico sin afectar, aparentemente, la estructura 
del apoenzima. 

Summary 

Chloroatranorine, a p-depside of the g-orcinol series, is able to che-
late the porphyrine iron of tihe catalase prosthetic group. This chelation 
results in an inactivation of the enzyme without modification of the 
apoenzyme molecule. 
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