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RESUMEN 
Por las posibles apticaciones de la inhibici6n de ureasa en la nulriei6n animal, se ensay6 un metodo simple para ta sintesis de acido 
aeelohidroxamico (AAH) y se determin61a cinelica de inhibici6n de la actividad de la ureasa de Canavalia ensiformis, eausada por 
el produclo sintetizado. Cillculos basados en la figura doble reciproca de Lineweaver Burk, mostraron que la constante de Michaelis 
Menten (Km) de 0.0044 M para la urea sa. independientemente de la presencia 0 no del compuesto, mienlras que los valores de 
velocidad maxima (Vrn.J de la reacci6n fueron diferentes (p<0.001); se liber6 menos NH3 en presencia de los elistales reeuperados. 
La coneentraci6n de urea no afect6 al sistema enzima-inhibidor, 10 que da evidencia de una inhibici6n de tipo no compelilivo, 
cinetica que corresponde a la del AAH. La sintesis alcanz6 una eficiencia de recuperaci6n del 70_5% del total de los solutos 
reactantes, La presencia del AAH sintetizado provoc6 que se liberara un 18,4% menos del total de NH3 generable en el medio de 
reacci6n usado pero, mas relev.ante tue el retraso en la liberaci6n del radical amonio_ 
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Los hidroxamatos son especificos y potentes retrasando etectivamente la liberaci6n de 
inhibidores de las ureasas bacteriana y amonio (NH3)' 10 que es conveniente par la 
vegetal (1). destacando par sus aplicaciones potencial toxicidad del radical. Por esto. es 
clinicas e industriales el acido aceta que el AAH podria ser de utilidad como aditivo 
hidroxamico (AAH) y los hidroxamatos en la dieta de los rumiantes (notablemente. 
derivados de amino acidos (2). La capacidad cuando se alimenten con nitr6geno no 
de inhibici6n de la ureasa se debe a la proteico) y de los no rumiantes, porque al 
presencia en la molecula de un grupo - reducir la concentraci6n de NH3 se podria 
CONHOH. Especiticamente. el AAH lograr una mayor utilizaci6n de los 
(HONHC:OCH3) se ha usado para inhibir la nutrimentos a nivel intestinal. 
ureasa intestinal en humanos uremicos (3), Los hidroxamatos, entre otros el MH, estan 
pero tam bien se ha demostrado el efecto de disponibles en grado reactivo, pero su costo 
inhibici6n de la enzima en elliquido ruminal es elevado_ Sin embargo, la sintesis del 
de borregos (4. 5) e, in vitro. de la ureasa de AAH es sencilla y el proceso se puede 
canavalia (6)_ desarrollar para su aplicaci6n en la 
La inhibici6n de la ureasa par el AAH es de producci6n animal. EI objetivo de este trabajo 
tipo no competitivo. esto es, que inhibe la fue el de aplicar un metodo acreditado-para 
actividad de la enzima sin importar la la sintesis del hidroxamato (7), buscando la 
concentraci6n del substrato (6, 7); el efecto obtenci6n de cristales que pudieran inhibir 
en un medio natural completo, es el de la acci6n de la ureasa_ 
reducir la velocidad de hidr61isis de urea. EI procedimiento seguido fue el siguiente: a 

un matraz conteniendo 300 ml de etanol al 
a Recibido para su publicaci6n el16 de febrero de 1995. 30%. 1.0 moles de clorhidrato de 
b Direcci6n actual: Campo Experimental Huimanguillo, Centro hidroxilamina y 1,5 moles de hidr6xido de 

de Investigaci6n Regional del Golfo Centro, I.N,LFAP, 
Carretera Huimanguillo-Cardenas, km 1. Apartado pOSlaI1?, sodio, se Ie afiadi6 por goteo y en agitaci6n 
Huimanguillo_ Tabasco. 86400. constante 1,0 mol de acetato de etilo; la 

cCentro Nacional de Investigaci6n en Fisiologia y soluci6n se dej6 reposar durante 30 min y Mejoramiento Animal. I.N_I.FAP. Apartado postal 29-A, 

Queretaro. Qro. 76020. se neutraliz6 con acido clorhfdrico 
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concentrado. Finalmente, se evaporaron los 
liquidos en bario Maria a 50 C, dejando como 
remanente a los cristales, que se extrajeron 
con acetato de etilo a una temperatura 
cercana a los 50 C, para luego filtrarlos en 
papel y lavarlos en aceta to de etilo y eter. 
EI producto de la sintesis se sec6 en una 
estufa de aire forzado por 72 h a una 
temperatura constante de 50 C. 
Obtenidos los cristales, se midi61a inhibici6n 
de la actividad ureasica de Canavalia 
ensiformis, para 10 que se us6 la tecnica 
descrita por Kobashi (2): se utiliz6 una 
soluci6n de urea al 0.4% y la enzima se 
prepar6 en concentraci6n de ·0.2 mg!ml; 
todas las soluciones y aforos a 4.0 ml, se 
prepararon con una soluci6n amortiguadora 
Tris'HCI 0.1 My pH de 7.2. La adici6n de la 
soluci6n con la enzima fue constante, a 
raz6n de 1.0 rnl (I.e., 0.2 mg) por tubo de 
ensayo, mientras que el substrato (Ia 
soluci6n de urea) se adicion6 en forma 
creciente, de tal forma que, al ajustar el 
volumen de reacci6n a 4.0 ml, se lograron 
concentraciones de 0, 6.68, 8.53, 10.2, 
11.69, 13.36, 15.03 y 16.7 xi 0-3 moles!1. EI 
tiempo de reacci6n fue, en todos los casos, 
de un minuto y se detuvo esta con la adici6n 
de 3 ml de acido percl6rico al 4%, seguido 
de 0.7 ml de NaOH 3N y 0.3 ml de tartrato 
de Na-K al 5%. 
Para evaluar la respuesta se midi6 la 
liberaci6n de amonio, para 10 que se agreg6 
el reactivo de Nessler y se dej6 a la mezcla 
reaccionar por 15 min, para medir la 
coloraci6n por absorbancia a los 420 nm. 
La cinetica de inhibici6n se midi6 con el 
metodo anterior, pero antes de la inclusi6n 
de urea, se ariadieron a cada uno de los tubos 
de ensayo 40 ).Jg de los cristales 
sintetizados, a partir de una soluci6n 1.006 
mM, incubandose los reactantes a 
temperatura ambiente y por un periodo de 
30 min. En todos los casos, los ensayos 
se corrieron simulUmeamente por duplicado. 
EI NH3 liberado se determin6 al comparar 
contra una curva patr6n, construida con 10 

niveles, a intervalos idEmticos, de una 
soluci6n patr6n de 0.195 mg!1 de sulfato de 
amenia (NH4)2S04, equivalente a 50 mg de 
NH3/ml. Posteriormente, se adicion6 la 
soluci6n amortiguadora Tris'HCI 0.1 M para 
lIevar el volumen de reacci6n a 4.0 ml. Los 
reactivos us ados en la prueba de la reacci6n 
enzima-substrato fueron igualmente 
adicionados a los tubos en los ensayos de 
inhibici6n (8). La curva producto de la 
respuesta se calcul6 en pruebas por 
triplicado y los valores resultantes de NH3 
se sujetaron a un anal isis de regresi6n (9), 
cuya ecuaci6n lineal result6 ser la siguiente: 

Y = -0.013 + 0.021 (X), r2 = 0 . .98 
Las absorbancias registradas se 
transformaron a 9 de NH3, usando para ello 
la ecuaci6n de la curva patr6n y, 
posteriormente, se graficaron e incluyeron 
en modelos de regresi6n liheallos inversos 
de los valores de NH3' Asi, los resultados 
se graficaron para la expresi6n de la doble 
reciproca de Lineweaver Burk (8), con 10 que 
se calific6 el tipo de inhibici6n. Los 
resultados de la concentraci6n de NH3, se 
sujetaron ademas a un analisis de varianza, 
para 10 que se usa un diserio completamente 
al azar en un arreglo factorial 7 
(concentraciones de urea) por 2 (inclusi6n 0 
no de los cristales sintetizados), con dos 
repeticiones (9). 
Un resumen de los reactivos usados para la 
sintesis, asi como de sus proporciones, se 
presenta en el Cuadro 1. EI total de s61idos 
utilizados fue de 2 moles, 10 que equivale a 
157.6 g; el Cuadro 2., exhibe el 
comportamiento tipico del rendimiento de los 
cristales en la sintesis. mostrando el peso 
(en g) y los porcentajes (de los 157.6 g) de 
los s61idos rendidos. Con un total de 17 
observaciones controladas se alcanz6 una 
media de 111.1 g, 10 que equivale a una 
eficiencia de rendimiento del 70.5% y supone 
que 1.41 moles fueron recuperados como 
cristales, presumiblemente de AAH, cuya 
pureza no se determin6. 
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CUADRO 1.REACTIVOS PARA LA SINTESIS se describe con la velocidad maxima (Vmax) 

DELACIDO ACETOHIDROXAMICO 

SOLUTOS* 
Acetato de eWo, M 1.0 
Clorhidrato de Hidroxilamina, M 1.0 
Hidr6xido de sodio, M 1.5 

SOLVENTES 
Etanol, ml 300 
Acido clorhidrico, ml ± 39 

* EI total de s6lidos reactantes (Acetato de etilo 

y Clorhidrato de Hidroxilamina) usados fue de 2 moles. 

En cuanto a la cinetica de inhibici6n de la 
ureasa de Canavalia, los calculos basados 
en los inversos de la producci6n de NH3 
(Cuadro 3.), en presencia 0 no de los 
cristales obtenidos (doble re'ciproca de 
Lineweaver Burk), indican que la constante 
de Michaelis Menten (Km) fue de 0.0044 M, 
como se ilustra en la Figura 1. y que 
manifiesta que la concentraci6n del 
substrata (urea), en presencia del producto 
sintetizado, no afect6 el complejo enzima 
inhibidor (8). EI efecto inhibitorio del 
producto sintetizado no pudo ser eliminado 
al aumentar la concentraci6n de urea, 10 que 

CUADRO 2. RENDIMIENTO DE CRISTALES 

POR ELPROCESO DE SINTESIS a 


y cuyas medias al anal isis estadistico, 
resultaron ser diferentes (p<0.001), 10 que da 
evidencia de una inhibici6n no competitiva 
(8). 
EI tipo y, mas aun, 'el grado de inhibici6n 
observado can el producto sintetizado fue 
muy semejante al encontrado con 
hidroxamatos purificados: Km de 0.0044, VS 

una variaci6n de 0.02 a 0.002 M (10, 11, 12, 
13). Esta observaci6n se confirm6 por los 
resultados del analisis estadistico de los 
valores del NH31iberado por la actividad de 
la enzima (Cuadro 3.). Aunque no se 
confirm6 quimicamente la identidad de los 
cristales, 0 su pureza, el producto obtenido 
por la sintesis descrita tuvo las mismas 
caracteristicas de los hidroxamatos 
purificados, particularmente del MH. 

CUADRO 3. PRODUCCION DE AMONIO, POR 

LA HI DROllSIS DE UREA, EN PRESENCIA 0 


NO DE LOS CRISTALES SINTETIZADOS a 


Urea,molesll, SIN AAH CON AAH 
x 10-3 

6.68 16.64 ± 1.51 13.43 ± 0.47 
8.53 18.34 ± 1.48 14.29 ± 0.06 
10.20 19.17 ± 2.73 16.29 ± 0.33 
11.69 18.53 ± 1.62 15.31 ± 0.09 
13.36 20.96 ± 1.82 17.86 ± 0.47 
15.03 21.45 ± 0.09 17.12±0.17 
16.70 21.95 ± 1.34 17.57 ± 0.54 

Gramos % Gramos % a Amonio en g. promedio de dos observaciones y tres 


corridas.
115.0 73.0 110.0 69.8 
Con AAH fue men or (p < 0.001 ).

110.0 69.8 113.0 71.7 
114.4 72.6 105.0 66.6 	 A partir de los reactivos y procedi'miento 
113.0 71.7 111.0 70.4 	 usados, se obtuvo una eficiencia de 
113.7 72.1 111.0 70.4 	 recuperacion de los s61idos del 70.5% y con 
114.0 72.3 105.0 66.6 	 el ensayo de inhibici6n de la ureasa, se 
100.0 63.4 111.5 70.7 	 demostr6 que el producto es un inhibidor no 
113.7 72.1 114.0 72.3 	 competitiv~ de la ureasa de Canavalia. 
115.0 73.0 	 Se presupone que el producto sintetizado fue 
Media ± S 	 111.1±4.18 70.5± 2.65 acido acetohidroxamico (AAH). Sin 

embargo, no se tuvo la precauci6n de 
aLa esperanza de rendimiento era de 157.6 9 por observaci6n. conservar muestras de los lotes de cristales 

EI produc\o se sec6 en estufa de aire forzado a 50C. 
usados en estos ensayos, par 10 que no ~e 
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FIGURA 1. CINETICA DE INHIBICION DE LA UREASA DE CANAVALIA POR EL 

PRODUCTO SINTETIZADO, DOBLE RECIPROCA DE LINEWEAVER BURK 
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Menten. 

pudieron determinar en ellaboratorio algunas 
de sus caracteristicas fisicoquimicas, 
mismas que hubiesen permitido inferirsobre 
la identidad del producto. Esto sera 
condicion sine qua non en futuras 
experiencias, cuando sea necesario concluir 
sobre la identidad del producto de la sintesis, 
o bien, como una rutina de control de caUdad 
en el proceso de produccion. Ademas, en 
futuras experiencias, seria recomendable 
secar los cristales en estufa de vacio para 
prevenir el posible dano termico y buscar 
aumentar la eficiencia de rendimiento. 
Por la simplicidad y eficiencia del proceso 
de sintesis es posible denotar viabilidad para 
el desarrollo de un producto que, por la 
inhibicion de ureasa, confiera ventajas en la 
produccion animal. Particularmente, este 
producto pod ria ser util para promover el 
crecimiento en animales no rumiantes (3, 
14, 15), ya que al prevenir un exceso de NH3 
en la luz intestinal se podra aumentar la 
eficiencia del proceso de absorcion de 
nutrimentos (15) y, en los rumiantes, el 

producto podra usarse para inducir un mejor 
aprovechamiento del NH3 ruminal y con esto, 
quiza alcanzar mejores patrones de 
fermentaci6n (4,5,16). 
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SYNTHESIS OF A UREASE ACTIVITY 


INHIBITOR 


SUMMARY 
Considering the possible applications of an urease inhibitor in 
animal nutrition, a simple method of ketohydroxamic acid (AAH) 
synthesis was assayed; inhibition kinetics 01 Canavalia 
ensiformis urease activity by the synthetic product was tested, 
The Michaelis Menten constant (Km) was 0,0044 M, regardless 
01 the presence of the synthesized compound; while the 
maximum velocity Nmax) value was different (p<O,OOl); use of 



the mixed crystals showed less NH3 formation. Since the urea 
concentration did not aHer the enzyme-inhibitor system, a non
competitive inhibition was defined. This type of inhibition, as 
previously found, corresponds to that caused by p'ure 
hydroxamates on the activity of plant or microbial urease. The 
synthesis had an efficiency ofabout 70.5% on a molar basis; the 
presence of the syntheSized product resulted in an 18.4% lower 
production of NH3, and more important, the time of urea 
hydrolysis was delayed. 

KEY WORDS: Hydroxamates. Keto hydroxamic acid, SyntheSiS, 
Urease inhibition. 
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