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RESUMEN

Se ha estudiado el efecto de algunos 4acidos mono y dicarboxilicos
sobre la descarboxilacion del acido glutamico a GABA en suspensiones
celulares de Chlorella fusca. Los acidos lactico, propiénico y succinico
inducen una clara descarboxilacion del acido glutdmico, mientras que el
acético y maloénico practicamente no producen ningin GABA. Cuando el
acido maldénico 0.01 M se adiciona junto a NaF o succinico a la misma
concentracién, se observa una disminucién en la producciéon de GABA.
Lcs 4cidos lactico y acético a concentracion 05 M producen una mayor
cantidad de GABA que a concentraciéon 0.01 M, mientras que con pro-
pionico y maldnico la cantidad de GABA es mayor a menos concentracion
(0.01 M). Estos resultados parecen sugerir que la descarboxilacién del acido
glutdmico inducida por acidos no es un efecto inespecifico.

ABSTRACT

The effect of some monocarboxylic and dicarboxylic acids on decar-
boxylation of glutamic acid to GABA in cell suspensions of Chlorella fusca
is studied. Lactic, propionic and succinic acids induce a clear decarbo-
xylation of glutamic acid, whereas acetic and malonic acids preduce only
a little or no amount of GABA. When 0.01 M malonic acid is added
together NaF or succinic acid at the same concentration, a decrease in
the GABA production is observed. 0.5 M lactic and acetic acids produce
a higher amount of GABA than at the 0.01 M concentration, whereas
with propionic and malonic acids the GABA amount is hizher at the
lower concentration (0.01 M). These results seem to suggest that glutamic
decarboxylation induced by acids is not a nonspecific effect.

RESUME
On a étudié l'influence des acides mono et dicarboxyliques sur la
décarboxylation de l'acide glutamique 4 GABA dans les suspensions cellu-

laires de Chlorella fusca. Les acides lactique, propionique et succinigque
provoquent une claire décarboxylation de l’acide glutamique tandis que
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l'acide acetique et l’acide malonique empéchent la production de GABA.
L’acide malonique 0.01 M additionné auprés de NaF ou de l'acide sucecinj.
que a4 la méme concentration diminue la formation de GABA. Les acideg
lactique et acetique 0.5 M produirent plus GABA que 4 concentration
0.01 M. Cepedant la quantité de GABA formé dans la presence de l'acide
propionique et succinique est plus grand i mesure que leur concentratigp
diminue. Ces resultats suggerent que la decarboxylation de l'acide gluta-
mique n’est pas un effect non specifique.

INTRODUCCION

La presencia del acido y-aminobutirico (GABA) en vege-
tales superiores ha sido consignada desde hace tiempo desta-
candose la notable proporcion en que se halla, siendo uno de
los aminoacidos libres en mayor concentracion. En los distintos
organismos el GABA puede originarse por descarboxilacion del
acido glutamico o por transaminacién de éste con el semialde-
hido succinico con formacion simultanea de acido a-cetogluta-
rico. Sin embargo, el caracter reversible de la segunda reaccion
frente al irreversible de la primera hace que deba considerarse
a la descarboxilacion del glutamico como la via principal y
casi exclusiva de formacion de GABA.

El metabolismo del 4cido y-aminobutirico ha sido muy poco
estudiado en algas. Concretamente en Chlorella parece proce-
der de la descarboxilacion del acido glutamico, tanto en células
normales como en extractos liofilizados (1). En Chlorella pyre-
noidosa se ha observado la induccion por NaF de un brusco des-
prendimiento de CO, a partir de algunos acidos organicos, asi
como la inhibicion por cianuro de esta descarboxilacion (2).
Asimismo Warburg et al. (3) desmostraron cromatografica ¥y
manométricamente que el NaF produce un rapido y considera-
ble aumento en la cantidad de CO. desprendido, acompanado
de una disminucion del acido glutamico, confirmando de esta
manera que la reaccidén descarboxilante del glutamico es la prin-
cipal via de formacion de GABA en Chlorella. Por otra parte
se ha demostrado que el glutamico juega un importante papel
en las reacciones luminosas de la fotosintesis, insinuandose
una accion cooperativa con la clorofila, el CO, y el fosfato (4-8).
En 1970, Lane y Stiller (9) indicaron que distintas sustancias y
tratamientos podian inducir la descarboxilacion del glutamico
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endégeno en Chlorella, siendo éste un efecto generalizado, no
especifico. Warburg et al. (10) habian llamado a este fendmeno

. “efecto acido”, explicando la descarboxilacion en condiciones
anaerobias por una acumulacion del acido lactico formado por

fermentacion.
En general, el metabolismo anaerobio en algas ha recibido
poca atencion. Gaffron (11) y Michels (12) demostraron que

~ algunas especies del género Chlorella y Scenedesmus producen

acidos durante largos periodos de anaerobiosis. De acuerdo con
los acidos principalmente originados, Weis y Mukerjee (13) re-
conocen tres tipos de fermentacion en las algas. En el primero,
representado por C. pyrenoidosa, solo se produce acido lactico
a partir de glucosa. En el segundo, tipificado por C. ellipsoidea,
no se produce ningun acido, mientras que en el tercero de los
tipos mencionados los productos de la fermentacién son los
acidos lactico y acético. Sin embargo, Syrett y Wong (14) tra-
bajando con C. vulgaris que pertenece al uitimo de los grupos
resefiados, pusieron de manifiesto la formacion de cantidades
considerables de acido formico junto al lactico y acético, asi
como cantidades menores de anhidrido carbodnico y de hidroé-
geno. Posteriormente, Kessler (15) ha estudiado ampliamente
el efecto de la incubacion en anaerobiosis y en oscuridad sobre
las reacciones fotosintéticas en especies de algas con y sin hi-
drogenasa, poniendo de manifiesto que la inhibicién de la pro-
duccion fotosintética de oxigeno en anaerobiosis es mucho mas
fuerte en algas sin hidrogenasa que en algas con hidrogenasa.
En un trabajo anterior, nosotros hemos demostrado que
las células de C. fusca cultivadas en aerobiosis practicamente
no contienen GABA, pero que el NaF 0.01 M induce una clara
produccion de este acido, especialmente cuando su presencia
se mantiene durante periodos prolongados de tiempo (16). Por
otra parte, conocida la formacion de acidos organicos como
productos finales de la fermentacion en Chlorella, hemos lle-
vado a cabo el estudio de su posible influencia sobre la reaccion
catalizada por la glutamato descarboxilasa. En el presente tra-
bajo se pone de manifiesto el efecto de distintos acidos utiliza-
dos a diferentes concentraciones, sobre la produccién de GABA
en células de C. fusca, en un intento de contribuir a la eluci-
dacion del mecanismo puesto en juego durante esta reaccion,
normalmente incrementada en condiciones anaerobias.
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MATERIAL Y METODOS

Las experiencias se han llevado a cabo en Chlorella fuscq
Shihira et Kraus 211-15. El alga se cultivd autotréficamente g
temperatura ambiente en el medio de cultivo descrito por Vega
et al. (17) con NO;K 8 mM como fuente de nitrégeno. El creci-
miento celular se determiné normalmente por medida del cam-
bio de absorbancia a 660 nm. Las células se recogieron en fase
logaritmica de crecimiento, por centrifugacién a 3000 g. Pos-
teriormente se sometieron a dos lavados con el medio de culti-
vo desprovisto de nitrogeno. Las células recogidas se suspendie-
ron en medio S * de Warburg (3) conteniendo 5 g de SO.Mg.TH,O
vy 2,5 g de POH,K. El pH se ajusto a 3,8.

Las reacciones se llevaron a cabo por incubacion a 20°C de
las suspensiones celulares en presencia de los diferentes acidos
ensayados. La extraccion y determinacion de los aminoacidos se
realizé tal como se ha descrito previamente (16).

RESULTADOS

Efecto de los dcidos ldctico, acético y propionico. Con objeto
de estudiar la posible influencia de algunos acidos monocarbo-
xilicos sobre la produccion de GABA, se llevaron a cabo una
serie de experiencias con adicion de lactico 0.2 M, acético 0.01 M
y propionico 0.01 M, todos ellos en forma de sal sodica y a pH
3,8. Las incubaciones se llevaron a cabo a 20°C durante 3 h. Co-
mo se puede apreciar en la Fig. 1, el acido propionico produce
la mayor cantidad de GABA, acompanada de la desaparicion
practicamente total del glutamico. El acido lactico produce una
menor cantidad de GABA, mientras que en presencia de acido
acético no se obkserva produccion alguna de GABA. En la mis-
ma Fig. 1 se puede apreciar asimismo la gran formacion de
GABA en presencia de NaF 0.01 M.

Efecto de los dcidos maldnico y succinico. Se ha ensayado
la posible influencia de estos acidos dicarboxilicos a concentra-
cion 0.01 M sobre la descarboxilacion del acido glutamico endo-
geno en C. fusca. Las reacciones se llevaron a cabo en condi-
ciones semejantes a las anteriores. La Fig 2 muestra como el
succinico produce una pequena concentraciéon de GABA, mien-
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" Fig. 1.—Efecto del acido lactico Fig. 2—Efecto de los 4cidos ma-

© 0.2 M, acido acético 0.01 M y 4cido l6nico y succinico a concentracion
. propionico 0.01 M sobre la produc 0.01 M sobre la produccion de
. cibn de GABA en suspensiones GABA. Desarrollo cromatogzrafico
. celulares de C. fusca. Desarrollo

cromatografico

- tras que en presencia de maldénico a la misma concentracion
' no se observa formacion alguna de GABA.
" Por otra parte, como se aprecia en la Fig, 3, cuando el aci-
'do malénico 0.01 M se suplementa junto al NaF o al acido suc-
' cinico a la misma concentracion disminuye la formacion de
. GABA debida a estos efectores.
' Influencia de la concentracion de los dcidos ensayados. Con
- objeto de investigar la influencia de la concentracion de los
- efectores acidos ensayados sobre la descarboxilacion del gluta-
mico endogeno, se realizaron una serie de experiencias parale-
‘ las en las que estos acidos se adicionaron a las suspensiones
. celulares de C. fusca a concentracion 0.01 M y 0.5 M.
Como puede verse en la Fig. 4, el acido lactico 0.5 M pro-
duce una cantidad de GABA muy superior a la observada cuan-
- do se adiciona a concentracién 0.01 M. Un efecto semejante se
observa con el acido acético. Sin embargo el acido propidénico
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Fig. 3.—Efecto del acido malénico 0.01 M sobre

la produccion de GABA en presencia de NaF

0.01 M o de acido succinico 0.01 M. Desarrollo
electroforético

0.5 M no origina practicamente ningin GABA (Fig, &), mientras
que a concentracién 0.01 M si inducia una fuerte descarboxi-
lacion del glutamico.

Fig. 4 —Efecto de 1a concentracion Fig. 5.—Efecto de la concentracion
de 4cido lactico sobre la produccion de los acidos propiénico y malénico
de GABA. Desarrollo cromatografico sobre la producciéon de GABA.

Desarrollo cromatografico
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] Anteriormente se indicaba que en presencia de acido ma-
} lonico 0.01 M no se observaba ninguna cantidad de GABA. Sin
' embargo, aumentando considerablemente la cantidad de mues-
tra desarrollada cromatograficamente o electroforéticamente se
. hace visible una pequefia cantidad de GABA. No obstante, cuan-
' do el malonico se adiciona a concentracion 0.5 M, no se observa
' en Jas mismas condiciones experimentales ninguna formacion
. de GABA.

. DISCUSION

Aunque los trabajos sobre el metabolismo anaerobio en
' algas son escasos, se ha sugerido que las condiciones hipoxicas
| originan una ligera descarboxilacion del acido glutamico, si
' bien no se ha puesto de manifiesto actividad glutamato descar-
| boxilasa “in vitro” (9). La descarboxilacion que tiene lugar en
| anaerobiosis tiende a explicarse por un acumulo del acido lac-
' tico producido durante la fermentacion. En este sentido parecia
' oportuno estudiar la influencia de éste y otros acidos sobre la
© descarboxilacion del acido glutamico endogeno, en un intento
para establecer una posible induccion del ciclo alternativo del
GABA en algas.

1 Los resultados obtenidos indican una mayor descarboxila-
| cion del glutamico por lactico 0.5 M que 0.01 M, es decir, una
' correlacion entre la concentracion de lactico suplementado y la
formacion de GABA. Algo semejante ocurre en el caso del acido
| acético. Sin embargo, es muy interesante el efecto del acido
| propionico. Si bien a concentracion 0.01 M produce la casi total
- descarkoxilacion del glutamico, a concentracion 0.5 M no apa-
' rece practicamente ningin GABA, siendo considerable la can-
| tidad de glutamico presente en estas condiciones. Teniendo en
j} cuenta la analogia estructural entre estos efectores acidos, es
" dificil explicar su distinto comportamiento sobre la base del
| “efecto acido” inespecifico de Warburg (10). Puesto que las ex-
. Periencias se han hecho a un pH semejante, no puede invo-
| carse un cambio en la protonizaciéon ni una diferencia en la
| influencia que sobre la variacion del pH interno presentan estos
efectores.

| El acido malénico 0.7 M fue descrito por Lane y Stiller (9)
. como un poderoso agente descarboxilante del glutamico en C.
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pyrenoidosa. Sin embargo en la cepa empleada por nosotros de
C. fusca no parece producir cantidad alguna de GABA e incluso
disminuye la originada por NaF o por succinico. Estos resultg-
dos coinciden con los obtenidos previamente por Ugarte (18)
en levadura deficiente respiratoria, en la cual el notable acu-
mulo de GABA observado en condiciones normales desaparece
cuando se anade maldénico al medio de cultivo. Cuando el mg-
lénico se suplementa a concentraciones superiores a 0.005 M,
la ausencia de GABA es practicamente total.
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