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I. INTRODUCCION



“El nitrégeno es uno de los elementos cualitativa y cuan-
titativamente mds importantes de la materia viva. Puede exis-
tir en miltiples estados de oxidacidn que oscilan entre +5 en
el nitrato (estado mids oxidado) y -3 en el amoniaco y sus de-
rivados (eéﬁado mias reducido). El nitrdgeno en su estado mis
reducido es encuentra como componente de las biomoléculas mis
importantes, como aminodcidos y proteinas, nucigétidos y aci-
‘dos nucléicos, coenzimas, etc. Una idea de la importancia cuan
titativa de este elemento nos la da el hecho de que supone aproxi-

madamente el 14% en peso de las proteinas.

Las distintas formas del nitrdgeno pueden interconvertir-
se en la biosfera por procesos metabdlicos que vistos en con-
junto constituyen el ciclo del nitrégeno, el cual se sumariza

en el siguiente esquema:

asimilacion
respiracion
_— desasimilacion T~y
NO3 \. NH), ~——= biomoléculas
™~ nitrificacion 3
fijacion
denitrificacion

La via de entrada del nitrdgeno en los seres vivos es el
reino vegetal (y ciertos microorganismos), a través del cual
llega a los animales en el.estado de mdxima reduccidn corres-

pondiente al nitrdgeno orgidnico. También las plantas necesi-
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tan que el nitrdgeno esté reducido al mdximo, en forma de
émonio, para poder combinarlo con compuestos carbonados y for
mar asi las biomoléculas nitrogenadas. Sin embargo, a dife-
rencia de los animales, los organismos vegetales tienen“la‘cg
pacidad de utilizar el nitrbgeno inorgdnico existente en la
Naturaleza y reducirlo hasta amonio, segin las distintas vias
anteriormente expuestas.

La reduccién asimilatoria del nitrato hasta dmonio es un
proceso fundamental en Biologia, que Se presenta tanto en or-
ganismos fotosintéticos (plantés superiores, algas verdes y
bacterias fotosintéticas) como no fothintéticos (hongos, 1le-
vaduras y bacterias). En general, se trata de un proceso no
ciclico que requiere poder reductor, come se analizard més
adelante, pero no ATP. Por otra parte, se puede.. distinguir
un segundo tiﬁo de reduccidén de nitrato en el que éste puede
Servir como aceptor terminal de electrones de la cadena res-
“piratoria, sustituyendo de esta forma al oxigeno. Se trata,
ﬁor tanto, de una reduccidn de nitrato a amonio de tipo respi
ratorio o disimilatorio, que estd acoplada con fosforilacién

a nivel de sustrato (Zumft y Cirdenas, 1979).
. y N .

Por otra payte, existe un pequeflo grupo de bacterias cu-
‘ya finica fuente de energia es la oxidacidn de amonio o nitri-
to hasta nitrato, conccidas normalmente como bacterias quimio
litotrofas nitrificantes. Por el contrario, las bacterias de-

nitrificantes mantienen una fosforilacidn acoplada al trans-
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porte electrdnico usando 6xidos de nitrdgeno como aceptores
de electrones en ausencia de oxigeno, los cuales son reduci-

dos hasta nitrdgeno molecular (Zumft y Cadrdenas, 1979).

Finalmente y completando el ciclo, se encuentra la fija-
cién de nitrdgeno molecular. Esun proceso asimilatorio que re
quiere poder reductor (seis electrones por molécula'de nitrd-
geno fijada) y el concurso energético del ATP, y realizado por
organismos fototréficos, heterotréficos, aerdébicos o anerdbi-
cos, en siﬁbiosis o libremente (Arnon et al, 1961; Fogg et al,

1973; Yates, 1976).

Alrededor de 2-102 megatoneladas de nitfégeno se asimilan
anualmente por fijacidn bioldgica de nitrdgeno molecular
(Burns y Hardy, 1975). Sin embargo, el reino vegetal incorpora
una cantidad de nitrégeno que excede a la cifra anterior en’
casi dos drdenes de magnitud. Esto significa que la reduccidn
asimilatoria de nitrato incorpora anualmente entre 1-10% 'y
2-10* megatoneladas de nitrégeno (Beevers y Hageﬁan, 1969;
Losada, 1972; Guerrero et al, 1981), lo que da idea de la im-
portancia de este proceso. Por otra parte, el nitrdgeno cons- -
tituye el 2-10% del peso séco de las plantas frente al 40-50%
de carbono (Bowen, 1966)., La reduccidn del didxido de carbono
a carbohidratos requiere cuatro electrones, mientras que la
reduccidén de nitrato a amonio y su posterior incorporacidn en
aminodcidos implica diez electrones. Asi pues, en algas y

plantas superiores la cantidad de poder reductor generado fo-
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tosintéticamente requeridos para la reduccidn asimilatoria
‘de nitrato es tan sdlo cinco veces inferior a la que se nece-
sita para la fijacidén del didxido de carbono, indicando la
impdrtanCia que tiéne la reduccién de nitrato dentro del pro-

ceso fotosintético.

La reduccidén asimilatoria de nitrato a ambnio se ha estu
~diado exhaustivamente en diferentes laboratorios, habiéndose
llegado a dilucidar en profundidad la naturaleza del proceso
en bacterias, algas, hongos y plantas superiores. Gran namero
de revisiones relativas a diferentes aspectos del problema
han aparecido recientemente: Hewitt, 1975; Syretf y Leftley,
.1976; Kessler, 1976; Hewitt et al, 1976; Losada, 1976a; Ga-
rrett y Amy, 1978; Vennesland y Guerrero, 1979; Losada‘y Gue-
rrero, 1979; Hewitt y Notton, 19380; Vega et al, 1980; Srivas-
tava, 1980; Ullrich, 1980; Guerrero et al, 1981; losada et al,
1981. E1 proceso transcurre en doé*etapas enzimdticas indepen
;dientes y sucesivas. La primera consiste en la reduccidn de
nitrato a nitrito, con transferencia de dos electrones, cata-
lizada por la molibdoproteina nitrato reductasa, y la segun-
dg, la reduccidn de nitrito a amonio, que implica la transfe-
rencia de seis electrones y estd catalizéda por la ferropro-

teina nitrito reductasa.

Segln el donador de electrones utilizado, la nitrato re-
ductasa asimilatoria puede clasificarse en dos grupos: a) ni-

~trato reductasa dependiente de piridin nucledtidos, la cual
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se encuentra en organismos eucaridticos, tanto fo?osintéticos
como no fotosintéticos, y b) nitrato reductasa dependiente de
ferredoxina, presénte en cianobacterias (algas verdeazuladas)
y también probablemente en bacterias fotosintéticas y quimilo-
ergdnicas. Lé diferente especificidad por el donador de elec-
trones conlleva unas diferencias bastante considerables en lo
concerniente a grupos prestéticos y propledades fisico-quimi-

cas de estos dos tipos de enzimas.

La nitrato reductasa de organismos eucaridticos (hongos,
algas y plantas) cataliza la reduccién de nitrato a nitrito
con piridin nucledtidos reducidos de acuerdo con la siguiente
ecuacidn:

N‘O:‘;> + NAD(P)H + H¥ ---» NO% + NAD(P)* =+ HZO‘

AGY, H 7,0 = -34 Kcal.mol™}

Segiin la especificidad del enzima por el NADH o el NADPH, és-
te se denomiﬁa NADH-nitrato rgductasa_(EC_1.6.6.1.) en plantas
éupefioresvy algunas algas vefdes, NAD(P)H-nitrato reductasa

(EC 1.6.6.2.) en levaduras y otrés algas Verdes, y NADPH-nitra
to reductasa (EC 1.6.6.3.) en mohos ( Losada et al, 1981). Ade-
més de catalizar la reaccidén fisioldgica, Z.e. -la reduccildn &e
nitrato con piridin nucleétidos,'el enzima presenta otras dos

actividadesi que pueden ensayarse separadamente e implican s&-
1o una parte de la cadena de transporte de electrones del com-
plejo enzimdtico. La diaforasa {NAD(P)H-deshidrogenasa} consti

tuye la primera mitad del complejo y cataliza la reduccidn con
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NAD (P)H de una serie de aceptores de uno y dos electrones ta-
lés como ferricianuro, citocromo ¢, 2,6-diclorofenolindofenol, etc
(Paneque y Losada, 19606; Paneque et al, 1968; Zumft et al,
1970). La llamada nitrato reductasa terminal o nitrato reduc- |
- tasa propiamente dicha constituyebla segunda mitad del comple-
jo y catalizarla reduccidén de nitrato a nitrito con flavin nu-

cle6tidos o viol6égenos reducidos (Losada et al, 1969).

Aceptores de
electrones

/
NADGEH [ N | ~>NO3

DIAFORASA f// NO3Rasa termina

Donadores de
electrones

Estas dos actividédés se afectan de forma especificéApor
distintos inhibidores vy tratgmientos. En general, la mitad dia
forasa es muy sensible al caiéntamiento a temperaturas suaves
y al tratamiento con mercuriales del tipo del pHMB, que reac-
ciona con los grupos sulfhidrilos de las profeinas. Ambos pro-
cesos pueden prevenirse de una forma especifica por la presen- -
cia de NAD(PJH o, en algunaé nitrato reductasas, de FAD en la
.mezcla de reaccidn (Relimpio et al, 1971; Vega et al , 1972;
Losada, 1976a). Por otra parte, la nitrato reductasa terminal,v
qué es notablemente resistente al tratamiento térmico y al mer

curial, puede ser totalmente inhibida por compuestos quelantes
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de metales, como la azida, cianuro, ciaﬁato o carbamil-fosfa
té (Vega et al, 1972; Lorimer et al, 1974; Losada, 1976a).

Los estudios fisico-quimicos realizados permiten asegu-

rér que la NAD(P)H-nitrato reductésa contiene FAD, hemo del

tipo b557 y molibdeno (Garrett y Amy, 1978; Hewitt y Notton,
1980; Losada et al, 1981)La‘§articipacién del FAD en la mitad
diaforasa del enzima y del molibdeno en la mitad terminal son
hechos bien éstablecidos( Garrett y Nason, 1969; Zumft et al,
1970; Vega et al, 1971), mientras que la localizacidn del gru
po hemo permanece sin aclarar. Por otra parte, la nitrato re-
ductasa de eucariotas es un enzima oligomérico cuyo peso mole-
cular oscila entre 197.000 y 500.000, y compuesto por un nime-
ro variable de subunidades ( entre 2 y 8) aparentemente idénticas

(Hewitt y Notton, 1980; Guerrero et al, 1981).

La ferrvedoxina-nitrato reductasa de organismos procario-
tas se encuentra, en general, unida a membranas fotosintéticas,
a diferencia de lo que ocurre con la NAD(P)H-nitrato reductasa
de eucariotas que es un enzima soluble (Venneéland”y Guerrero,
1979). La nitrato reductasa de procariotas no parece tener una
actividad diaforasa similar a la de los enzimas de eucariotas,
por lo que no pueden aceptar electrones directamente de los pi
ridin nucledtidos, y son, por tanto, dependientes de ferredoxi

na reducida como donador fisioldgico de electrones (Hattori,

1970; Manzano et al, 1976; Ortega et al, 1976).
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NO

S+ 2rd

ed ¥ ZHY - NOé + ZPdOX + HZO

AGY, pH 7,0 = -38,6 Kcal-mol~™*

La nitrato reductasa de procariotas ha sido mucho menos estu-
diada que 1la de ecucariotas. La ferredoxina-nitrato reductasa
de la bacteria fotosintética Rhodopseudomonas capsulata se ha
purificado fecientementa{AAlgf y Klémme, 1979), encontrandose
que "se ‘trata.de una proteina de peso molecular 185.000, con

dos subunidades iguales de 85.000, y que no posee FAD pero si

molibdeno

7 hemo del tipo e. La ferredoxina-nitrato reductasa

~

se ha purificado también en la cianobacteria Anacystis nidu-
lans, determindndose que se trata dc una molibdoproteina cons-
tituida por una sola cadena polipeptidica de peso molecular |
75.000, y que no contiene FAD ni hierro heminico (Candau, 1979).
Respecto a los estudios de inhibicidn realizados en estos enzi
mas\, el cianuro y el pHMB se comportan como poderosos inhibidgq
res ( Guerrero et al, 1973; Villalobo et al, 1977). La ferredo-
xina-nitrato reductasa de procariotas probabiemente sea.un pre
cursor de la nitrato reductasa de  eucariotas, la cual adquiri
ria posteriormente la capacidad para usar.NAD(P)H‘al incorporar
la mitad diaforasa inicial conteniendo FAD ( Losada y Guerrero,

1979).

El segundo enzima de la ruta de asimilacidén de nitrato, 1la
nitrito reductasa, se ha identificado como dependiente de ferre
doxina en organismos fotosintéticos (Vega et al , 1980) y de pi

ridin nucledtidos en organismos no fotosintéticos ( Garrett y
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Amy, 1978; Guerrero et al, 1981j. Ambos enzimas catalizan la
reduccidén de nitrito a amonio en una reaccidn que»implica 13
transferencia de‘seis electrones. La ferredoxina-nitrito redug
tasa esti constituida.bor una Unica cadena polipeptidica de pe
o) molecular760.000—70,000, y contiene un grupo hemo identifi-
cado como sirohemo ( Vega et’aZ, 1980), asi como un centro
hierro-azufre tetranuclear del tipo 4Fe-4S (Lancaster et al,
1979j. La NAD(P)H-nitrito reductasa, de peso moleéular y nime- -
ro de subunidades variable segln el organismo, contiene FAD y
sirohémo como grupos prostéticos ( Vega et al, 1975a;Garrett y
Amy, 1978). Agrupaciones sulfo-férricas semejantes a las de la
nitrito rr&hmtwﬁifotosintética ﬁo se han publicado hasta la fe
cha en 1é NAD (P)H-nitrito reductasa, aunque Greenbraum et al
(1978) han sugerido que el enzima de Neurospora contiene hie-

rro no -heminico.

Muchos intentos se han hecho para purificar a homogeneidad
13'NAD(P)H—nitrato reductasa cor1resu1tados poco satisfacto-
rios, ya que hasta 1975 s6lo se habian conseguido prepafaciones
enzimdticas parcialmente purificadas (Hewitt, 1975). El .enzima
del alga verde Chlorella vulgaris fue el primero purificado
hasta homogeneidad electroforética utilizaﬁdo técnicas conven-
cionales (Solomonson et al, 1975). Se trata de un complejo en-
zimdtico de peso moleculaf 365.000, compuesto por tres subuni-
dades iguales de 100.000, y que contiene dos moléculas de FAD
y  dos de hemo, asi como dos dtomos de molibdeno (Solomonson

et al, 1975),
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La cromatografia de afinidad como técnica para la purifi-
cacidén de proteinas y otras estructuras biolégicas.ha desperta
do‘gran interés en'los Gltimos afios ( Wilcheck y Jacoby, 1974).
Dicha técnica se basa en el alto grado de especificidad de las
interacciones’biolégicas, como pueden ser 1a$ del tipo de enzi
mé—sustrato, enzima-inhibidor competitivo,"antigeno—anticuerpo.
etc {Cuatrecasas et al, 1968). Ya antes de 1975 el cromdforo
azul dextrano, cuya conformacidén simula la orientacidén de los
anillos aromidticos y'grunos anidnicos de los nucléétidos(fThomE
son et at, 1975), covalentemente unido.a ié'Sefarosa 4B'(Cua—
trecasas, 1970); Sé habia empleado para la purificacién de en-
Zimas como la fosfofructoquinasa ( Kopperschlager et al, 1971),
" piruvatoquinasa ( Blume et al, 1971; Staal et al, 1971), lacta
to deshidrogenasa ( Ryan y Vestling, 1974) y otras ( Thompson et
aZ,'1975)° Todas eStas proteinas se caracterizan por tener un
determinado tipo debestructura denominada 'pliegue dinucleoti-
dicot', conocidaﬁﬁor ser el sitio de unidn para.los nucleétidos
en diferentes enzimas ( Thompson et al, 1975). Basado en estos
resultados, Solomonson (1975) aplicd por primera vez la croma-
tografia de afinidad en Sefarosa-azul dextrano a la purifica-
cién de la NADH-nitrato reductasa de Chlorella vulgaris, consi
guiendo magnificos resultados en lo que se refiere a rapidez,
simplicidad, eficiencia y economia. Posteriormente, este pro-
cedimiento sé ha'aﬁiicado con éxito al enzima de otros organis
mos como thdotorula glutinis (Guerrero y Gutiérrez, 1977), As

pergillus nidulans ( Downey y Steiner, 1978), soja ( Campbell,
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1976), arroz (Shen et al, 1976), espinaca ( Notton et aZ,,l977j,
o cebada ( Kuo et al, 1980). |

Aunque la NAD(P)H-nitrato reductasa de'Ankistrodeémusl
braunii se habia purificado anteriérmente por un método basado
en técnicas convencionales ( Ahmed y Spiller, 1976), la baja ac-
tividadkespecifica conseguida (0,6 unidades/mg de proteina),
con un factor de purificacidén de tan sélo 30 veces 'y una recu-
peracién del 30% respecto al extracto crudo, indujo a intentar
otros método;‘més efectivos de purificacién. Por otra parte, el
éxito conseguido al aplicar la cromatografia de afinidad con
azul dextrano a la purificacidén de la nitrato reductasa de otros
origenes, segin sé ha indicado”antériormente, incité a usar es
ta misma técnica como etapa bdsica para la purificacidén del en
zima de A. braunii. Las principales caracteristicas del compor-
tamiento del enzima durante el proceso cromatogréfico, asi co-
mo las condicones Optimas para purificar pof cromatografia de
afinidad la nitrato reductaéa de A. biraunii se han determinado
(De 1aRosa, 1977; Diez, 1978; De la Rosa et al, 1980a), las
cuales han supuesto la base de partida para pﬁrificar este en-
zima hasta homogeneidad electroforética con una actividad espe-
cifica de 49 U/mg y una recuﬁeracién del 70% ( Dela Rosa et al,
1978, 1980b; Diez, 1978). En este trabajo se describe un nuevo
método de purificacidn, empleando dos veces la cromatografia
de afinidad en aqumSefarosa, que permite obtener preparaciones
enziméticas con una actividad especifica de hasta 80 U/mg, con
un factor de purificacidn de 1.600 veces y una recuperacidn del

32%.



Se ha demostrado que la capacidad de asimilar nitrato
por los organismos varia en respuesta a las condiciones ambien
tales como luz, temperatura, tensiones de oxigeno y anhidrido
carbdnico, fuente de nitrdgeno y otros factores, cambios que
generalmente tambidn afectan a los niveles de actividad nitra
to reductasa en las células (Beevers y Hageman, 1969; 1972,
Morris, 1974; Héwitt, 1975; Losada et al, 1981)., La mayor par
te de los trabajos realizados sobre estos efectos no permiten
sacar conclusiones claras acerca del mecanismo de contrel que
actlia en cada caso, por lo que la idea actualmente aceptada
es que la asimilacidn de nitrato es susceptible de control a

varios niveles,

El efecto antagbnico del amonio en la asimilacidn del ni
trato es un hecho bien documentado, y.se pueden distinguir
efectos a corto, medio y largo plazo sobre la utilizacidn del‘
‘ nitrato por las algas verdes. La presencia de amonio en el ne
‘dio de cultivo provoca un bloqueo inmediato de 15 entrada de
nitrato al interior de las células (Syrett y Leftley, 1976;
Pistorius et aql, 1978; Florencio et al, 1980). Por otra parte,
el amonio afecta al ﬁivel de la actividad nitrato réductasa,
que disminuye, a largo plazo como consecuencia de la represiodn
de 1la sinteéis de los enzimas del sistema reductor de nitrato,
y a medio plazo debido a la inactivacidn del complejo nitrato
reduétésa (Syrett y Morris, 1963; Losada et al, 1970; Herrera

et al, 1972).
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Un posible punto de control seria, por tanto, la activi-
‘dad del enzima nitrato reductasa, capaz de exiséir en dos for-
mas metab6élicamente interconvertibles, una activa y otra inac-
tiva. La proporcidn relativa de cada forma parece depender de
las condiciones intraéelulares, tales como los niveles de
NAD(P)H y de nitrato, los cuales'en esencia responden a las
condiciones ambientales (Losada et al, 1981). Asi, la presen-
"cia de amonio en el medio conduce a una completa conversién de
todo el enzima a su forma inactiva en el plazo'de 1-2 h, sien-
do reactivado im vive por la adicién de nitrato una vez consu-
mido todo el aménio (Losada et aql, 1970; Rigano, 1970; Pisto-
rius et al, 1976), El enzima también puede ser inactivgdo in
vitro por incubacidén con piridin nucledtidos reducidos (Moreno
et al, 1972; Losada et al, 1973; Diez, 1977), siendo la inac-
tivacién potenciadahpor el ADP (Maldonado et al, 1973; Diez,
1978). El enzima inactivado <n vivo por amonio o in vitro

o

por NADH con o sin ADP puede ser reactivado <n vitro por oxida

" ¢cidn con ferricianuro (en segundos) o con nitrato, su sustrato

fisioldgico, (en horas) (Vega et al,1972; Herrera et al, 1972).

La inactivacidén del complejo enzimdtico nitrato reductasa
implica la pérdida de su actividad términal, que no de la dia-
forasa, y parece deberse a la reduccidén de uno de sus grupos
funcionalgs (Logéda, 1674; 1976a), probablemente el molibdeno
(Hewitt et al, 1979; Hewitt y Notton, 1980). Respecto al posi-
ble mecanismovfisolégico de este proceso en algas verdes, Losa

da y cols. han prepuesto que el efecto del amonio se debe a su



accién como desacoplante de la fotofosforilacidn no ciclica,
aumentando los niveles de piridin nucledtidos reducidos y de
los nucleétidds descargados de/adenina (Chaparro et al, 1970;
Losada, 1976ay; 1976b). La forma activa cofresponderia al esta
do oxidadb’del'enzima y la reducida, a la inactiva. Por el
contrario, el grupo de Vennesland en Berlin propone que la
forma inactiva de la nitrato reductasa representa un complejo
del cianuro con el enzima reducido (Gewitz et al, 1974; So-
lomonson y Spehar, 1979). No obstante, la formacién del cianu
ro no se ha reiacionado de una forma concluyente con la pre-
sencia de amonio en el medio, aunque la histidina (Gewitz et
al, 1976; 1980) y,lé oxima dél acido glioxilico'(Solomonson y
Spehaf, 1977) se han postulado como posibles precursores del

clianuro.

En base a estas hipltesis discrepantes nos hemos plantea-
do un estudio a fondo del mecanismo de interconversién <m vi-
" tro de la actividad enzimdtica del complejo NAD(P)H-nitrato

reductasa de A. braunit.

Los resultados que se presentan en este trabajo suponen
una importante contribucidn al conocimiénto de las propiedades
fisico-quimicas y cinéticas, compoisicidén y estructura del com
plejo enzimitico NAD(PjH-nitrato reductasa de A. braunit, asi
como su mecanismo de accidn e interconversidén Zn vitro. Los

principales logros pueden resumirse en los siguientes puntos:
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- Puesta a punto de un método de purificacién que permite ob-
tener can rapidez y economia suficiente cantidad de enzima
puro para posteriores estudios.

- Caracterizacidn de las pfopiedades cataliticas del enzima,

y mecaniémo de la reaccién enzimitica que cataliza.

- Estudio fisico-quimico de la proteina, como determinacién
del peso molecular, composicidn de subunidades, anélisis de
aminodcidos y determinacién cualitativa y cuantitativa de
sus grupos prostéticos.

- Demostracién de la funcionalidad de los grupos prostéticos
en el ciclo catalitico del enzima, y establecimiento de la
cadena transportadora de electrones en la molécula de proteina.

- Determinacidén de la estructura de la molécula de enzima por
microscopia electrdnica, indicando el ensamblaje tridimensio
nal de las subunidades cdmﬁonentes de la proteina.

- Estudio potenciométrico de la interconversién redox de la
actividad nitrato reductasa; utilizando preparaciohes homo -

géneas de enzima.

Parte de los resultados presentados en este trabajo se
han publicado en forma de:
A) Articulos en revistas:
1. PURIFICATION AND PROPERTIES OF ASSIMILATORY NITRATE RE-
DUCTASE {NAD(P)H} FROM 4nkistrodesmus braunii
De la Rosa, M.A., Diez; J., Vega, J.M. y Losada, M.

'

-~ European Journal of Biochemistry 106, 249-256, 1980
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. CATALYTIC PROPERTIES OF Ankistrodesmus braunii NITRATE

REDUCTASE

Herrero, A;; De la Rosa, M.A., Diez, J. y Vega, J.M.
Pilant Science Letters 17, 409-415, 1980

STUDIES ON THE PHOTOSYNTHETIC ASSIMILATION OF NITRATE

IN GREEN ALGAE

Vega, J.M., Fiorencio, F.J. y De la Rosa, M.A.

Proceedings of the 5th International Congress on Photo-

thesis, en prensa, 1981

B) Resfimenes presentados a Congresos:

1.

NITRATO REDUCTASA DE Ankistrodesmus braunii. I1: GRUPOS
PROSTETTCOS E INTERCONVERSION

Diei, J., De la Rosa, M.A. y Vega, J.M.

ITI Reunitén de la Sociedad Espafiola de Pisioloéia Vege-
tal, Reslmenes 48, Granada, 1978

ESTUDIO%}CINETICOS DE LA NITRATO REDUCTASA DEL ALGA .
VERDE Ankistrodesmus braunii _ |

Herrero, A., De la Rosa, M.A., Diez, J. y Vega, J.M.

XVI Reunién de la. Sociedad Espaﬁola de Bioquimica, Resﬁ-
menes 062, Madrid; 1978 4 ;
NITRATO REDUCTASA DE 4Ankistrodesmus braunii. PROPIEDADES
MOLECULARES E INTERCONVERSiON POR OXIDO-REDUCCION

De la Rosa, M.A., Diez, J. y Vega, J.M.

VIII Congreso Nacional de la Sociedad Espafiola de Bio-
quimica, Reslmenes 91, Murcia, 1979

STUDIES ON THE PHOTGSYNTHETIC ASSIMILATION OF NITRATE

IN GREEN ALGAE



29

Vega, J.M:, Florencio, F.J. y De la Rosa, M.A.

V International Congress on Photosynthesis, Restmenecs
599, Halkidiki (Grecia), 1980

. METALOENZIMAS DEL SISTEMA REDUCTOR DE NITRATO EN ORGA-
NISMOS FOTOSINTETICOS |
Vega, J.M., De la Rosa; M.A. y Gémez-Moreno, C.

I Congreso Hispano—Portughés de Bioquimica, Reslmenes
S23, Coimbra (Portugal), 1980

REGULACION DE LA ASIMILACION FOTOSINTETICA DE NITRATO
EN ALGAS VERDES

Vega, J.M., Florencio, F.J. y De la Rosa, M.A.

I Congreso Hispano-Portugués de Bioquimica, ResUmenes
S45, Coimbra (Portugal), 1980

ESTUDIO FISCO-QUIMICO DEL.COMPLEJO ENZIMATICO NAD (P)H-
NITRATO REDUCTASA DEL ALGA VERDE Ankistrodesmus braunit
De la Rosa, M.A., Gémez—Moreno,.C. y Vega, J.M.

I Congreso Hispano-Portugués de Bioquimica, ResGmenes
P93, Coimbra (Portugal), 1980 v
COMPOSITION AND STRUCTURE OF Ankistrodasmué braunii NI-
TRATE REDUCTASE

De la Rosa, M.A., Vega, J.M. y Zumft, W.G.

XIV Federation of European Biochemical Societies (PEBS)

Meeting, Edimburgo (Escocia), 1981
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II.A. CULTIVO Y RECOGIDA DE CELULAS
IT.A.1. Material bioldgico

El microorganismo utilizado en el presente trabajo
ha'sidé Ankistrodésmus braunii, estirpe 202-7c procedente
de la coleccibn de cultivos de la Universidad de GYttingen
(R.F.A.). Se trata de un alga verde unicelular, no flage-

lada (Fig. 1), que pertencce al orden Chlorococales.
IT.A.2. Condiciones de cultivo

Las células se cultivaron autotréficamente, usando
un medio sintético esencialmente igual al descrito por Kess-
ler et al(1963). E1 medio de cultivo contenia: NaH2P04, 14,5

mM; Na
ZnSO

PO,, 2,5 mM; MgS0,, 1 mM; FeSO,, 36 uM; KNOg, 10 mM;
0,7 uM; MnClz, 2,5 uM; NaZMoO4, 10 uM; CaClz, 0,1 nM;

2
47 |
H;B0;, 8 uM; NaCl, 8 mM; y EDTA (sal disdédica), 21,5 uM. A

continuaci6én, unas gotas de silicona se afiadian como agente

antiespumante.

Las células se crecieron a 25°C a la luz en tubos o bo
tellas de ﬁn volumen adecuado a las necesidades, haciéndo;e
pasar una corriente de aire enriquecida en CO2 al 5% (v/v).
La ilﬁminacién4Se realizé con tubos fluorescentes de luz

2

blancarque proporcionaban 15-20 W/m en la superficie de

los recipientes de cultivo.



Figura 1. Fotografia al mieroscopio dptico del alga ver-
de unticelular Ankistrodesmus braunii.
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Para la preparacidén del inécule inicial sé partid de
células cultivadas en medio sélido, de igual compoéicién
que el medio liquido pero suplementado con agar al 1,5% (p/
v). Bstas células se cultivaban en frascos de fermentacidn
de 200 ml de capacidad, en.las condiciones descritas ante-
riormente. En estos casos se mantenfian condiciones asépti-
~cas que se conseguian calentando el medio de cultivo en un
autoclave SELECTA (Espafia) modelobP, durante 20 min a la
presién de 1 atm (121°C). A partir de los inbculos se hacian
trasvases sucesivos a recipientes de 1, 5, 20 y 40 1 de ca-
pacidad (Fig. 2), para el cultivo de grandes masas de célu-
las. En estos casos el medio dé cultivo se usd sin estériii—
zar, ya que dada la ausencia de compuestos orgénic9s no se
‘presentaban problemas de contaminacidn duranté el periodo
de crecimiénto (3-4 dias), como podia'comprobarse por exa:

men microsc6pico de los cultivos.
IIT.A.3. Recogida de células

Las células se recogieron en su fase exponencial.

de crecimiento (A660 = 1,5-2) por centrifugacidn en el sis-
tema de flujo continuo dé.Szent~Gyorgyi & Blum, adaptado a
una centrifuga SORVALL (U.S.A.) modelé RCZ—B y operado a
23.000 x g con un caudal de 1 1/min . En otras ocasiones

se us6 una centrifuga SHARPLES (Francia) de flujo continuo

a 30,000 x gy 1,5 1/min -



Figura 2. Instalaciones utilisadas para el cultivo de
células. La cdmara de cultivo, climatizada, se encontraba
siempre a 23-25°C. Los cultivos se iluminaban también fron-
talmente con pantallas portitiles de tubos fluorescentes.
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En las condiciones descritas el rendimiento obtenido
era de 1-2 g (peso fresco) de células por litro de cultivo.
Las células se almacenaban a -20°C hasta su uso, general-
mente antes de dos meses, sin pérdida significativa dékactl-

vidad nitrato reductasa.
- II.B. ENZIMAS
I1.B.1.Preparacidn de extractos crudos

Aproximadamente 100 g (peso fresco) de cé&lulas, des-
pués de descongeladas, se mezclaron con 500 ml de perlas de
vidrio de 0,25-0,30 mm de didmetro y con 20 ml de tampdn fos
fato potédsico 10 mM {pH 7,0) conteniendo DTE OJE mﬁ;EDTA(LlO
mM y FAD 20 uM (tampdn ésténdar). La mezcla se agité suave-
mente con una varilla de vidrio hasta Conseguir una pasta
homogénea que se sométié a vibracidén en un homogeneizador
BUHLER (R.F.A.) modelo Vi2 durante 5 min a 0°C, con periodos
alternativos de alta y baja velocidad de 30 s cada uno. El
material roto se extrajo con el tampdn anteriormente indica-
do (7 ml de tampdn por g de células), y se filtrd a través de
cuatro capas de gasa paré'retener las perlas de vidrio. El
homogenado resultante se centrifugd a 17.000 x g durante 30
~min, y se recogid el sobrenadante como extracto crudo libre
de células a partir del cual se purificd la nitrato reduc-

tasa.



11.B.2. Determinacidn de actividades enzgimdticas

TI.B.2.1. NAD(P)H-nitratoc reductasa

bLa actividad NAD(P)H-nitrato reductasa se deter-
mindé por dos procedimientos. El primero consistid en medir
gspectrofotométricamente a 340 nm la oxidacién del NAD(P)H
que acompafia estequiométricamente a la reduccidn del nitrato
(Hageman y Hucklesby, 1971). En cubetas de espectrofotdmetro
se prepararon las mezclas de ensayo que contenian, en un
volumen final de 1 ml: 100 umol de tampdn Tris-HCl ( pH 7,5),
10 umol de nitrato potdsico y 0,15 umol de NAﬁ(P)H, asi co-
mo una adecuada cantidad de enzima. Se siguidé primero la de-
saparicién de NAD(P)H en ausencia de nitrato con el fin de
detectar la presencia de alguna actividad oxidasa inespeci-
fica; hecho esto se afiadidé el nitrato para iniciar la reac-.

cibén, la cual se siguid a temperatura ambiente.

El segundo procedimiénto consistid en medir colorimé-
tricamente el nitrito aparecido como consecuencia de la re-
duccién del nitrato (Paneque y Losada, 1966). La mezcla de
- ensayo coﬁtenia, en un volumen final dé 1 ml: 1060 umol de
Tris-HCL (pH 7,5), 10 umol de nitrato potdsico y 0,30 umol
de NAD(P)H, asi como una adecuada cantidad de enzima. A
los 5-10 min de incubacién a 30°C se detuvo la reaccidn por
acidificacién.de la mezéla y se determiné el nitrito forma-

do (ver apdo. II1.C.2Z.).
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I1.B.2.2. NAD(P)H-citocromo ¢ reductasa

Se determind espectrofotométricamente siguiendb
el increménto de absorbancia a-550 nm que acompafia a ia re:
duccidn del citocromo ¢ (Aparicio et al, 1969). La mezcla
de reaccidn contenia, en un volumen final de 1 ml: 100 umol
de Tris-HC1 (pH 7,5), 0,06 umol de citocromo c.oxidado y
0,15 umol de NAD(P)H, ademds de una adecuada cantidad de en-
zima. La-reaccidn se 1levd a cabo. en cubetas de espectrofo-
témetro de 1 cm de paso de luz a temperatura ambiente.

Z—nitrato reductasa

II.B.2.3. BVH-, MVH-, FMNHZ'mX FADH

La segunda actividad parcial de Complejo enzimdti
co reductor de nitrato se determind midiendo colorimétrica-
mente el nitrito aparecido como consecuencia de la reduccién
del nitrato, usando flavinas (FMN o FAD) o violdgenos (BV o.
MV) . quimicamente reducidos con ditionito como donadores de
electrones (Paneque et al, 1965). La mezcla de reaccidn con-
tenia, en un volumen final de 1 ml: 100 uymol de Tris-HC1
(pH 7,5), 10 pmol de nitrato potdsico, 4,6 ymol de ditionito
sédico y, segln los casos, 2 umol de flavina o 1,5 umol de
violdégeno. Tras la adicidén de una adecuada cantidad de enzi
ma, la solucidn se incubd a 30°C durante 5-10 min, al cabo
de lo cual se-detuvo la reaccidén por agitacidén vigorosa has-
ta que todo el ditionito quedd oxidado. El nitrito formado

se determind seglin se describe en el apdo. I1.G.2Z.
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iI.B.2.4Q Alcohol deshidrogenasa

La actividad alcohol deshidrbgenasa se ensayd midien
do el incremento de absorbancia a 340 nﬁ, debido al NADH foi
mado por oxidacidén del etanol (Bergmeyer et al , 1974). La
~mezcla de reaccidn contenia, en un volumen final de 1 ml:
126 umol de Na4P207, 126 umol de hidrocloruro de semicarba-
zida, 37,5 imol de tampdn glicina-NaOH (pH 8,8j, 0,9 mmol
de etahal y 1,5 umol de NAD', ademds de una adecuada canti-
dad de enzima. La reaccidn se llevd a cabo en cubetas de es-
pectrofotémetro de 1 cm de paso de luz a temperatura ambien-

te.
II.B.Z.S. Catalasa

La actividad catalasa se determind midiendo la dié—f
minucidén de la absorbancia a 240 nm, resultante dé la des-~
composicidn del agua oxigenada (Luck, 1965). La mezcla de
reaccidén contenia, en un volumen final de 1 ml: 18 umol de
H,0, y 45 umol de tampdn fosfato potdsico (pH 7,5), ademis
de una adecuada cantidad de enzima. La reaccibén se llevd a
cabo en cubetas de espectrofotdémetro de cuarzo y 1 cm de pa

so de luz, a temperatura ambiente.
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Una unidad, U, de actividad enzimdtica representa la
cantidad de enzima que en las condiciones de ensayo catali-
za la formacién de 1 umol de producto, o la desaparicidn de

1 umol de sustrato, por min.
IT.C. DETERMINACIONES ANALITICAS
II1.C.1. Proteina

La proteina se determind por el mé€todo de Lowry et
al (1951), de acuerdo con las modificaciones realizadas por
Bailey (1967), y;uSando seroalbfimina como proteina patron.
El coeficiente de extincidn reportado por Rideal y Roberts
(1951), €279 = 0,067 g-'.ml.cm™*, se utilizd para determinar

la concentracidn de seroalbimina en los estidndars,
I1.C.2. Nitrito

El nitrito se determind por la reaccidn de diazota-
cidén de Griess-Illosway , segiin el método de Snell y Snell
(1949). A la alicuota de 1 mll en que se desei determinar la cantidad
de nitrito se le afiade 1 ml de sulfanilamida. al 1% (p/v) di
suelta en HC1 2,5 M y 1 ml de N(-naftil)etilendiamina al -
0,02% (p/V). Se deja desarrollar el color a temperatura am-
biente durante 10 min y se lee la absorbancia a 550 nm. La

concentracidén de nitrito -se determind en cada caso por com-
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paracién con una recta de calibrado hecha con cantidades

~conocidas de nitrito en semejantes condiciones.
IT.C.3. Piridin nucledtidos

Los piridin nucledtidos reducidos, NADH o NADPH, se
~determinaron espectrofotométricamente midiendo la absorban-
cia a 340 nm, usando el siguiente coeficiente de extincidn:

1

€ang = 6,22 HM_l’CHl“'.
11.C.4. Citoecromo C

La concentracidn del citocromo ¢ reducido se deter
mind espectrofotométricamente midiendo la absorbancia a 550

nm, utilizando el coeficiente de extincidén del citocromo e

1

reducido memos oxidado a 550 nm igual a 19,6 mM™'-cm” (Yo-

netani, 1965).

I1.C.5. Andlisis cuantitative de los grupos prostéticos de

la nitrato reductasa
I1.C.5.1. Flavina

El contenido en flavina de la nitrato reductasa
se determind fluorimétritamente, seglin el método descrito
por Koziol (1971). Debido a la rdpida disociacibn de la fla

vina unida a la proteina en la nitrato reductasa de A. brau-
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nit, la solucidn de enzima se dializd exhaustivamente
frentéAa tampén fosfato potdasico 10 mM (pH 7,0) contenien-
do FAD 10 uM. A continuacién, la solucidn enzimitica se fiL
tré a través de una columna (1-x 13 cm) de Sephadex G-25
previamente equilibrada con el mismo tampdn sin FAD, con el
objeto de retirar la flavina libre, pero no la flavina aso-
ciada a la proteina. La ausencia de fluorescen@ia inmedia-
tamente después de la filtracidn en Sephadek G-25 indicd

la remocidn de toda la flavina libre (ver apde. III.D.Z.).
LLa preparacidn enzimidtica asi obtenida, conteniendc aproxi-
madamente 1 nmol de flavina, se tratd con 4dcido tricloroacg
tico al 10% durante 15 min a 0°C en una habitacidn con luz
roja. Una alicuota del extracto se neutralizdé inmediatamente
conAO,ZSvolde KZHPO4 4 M, mientras que una segunda allcuota
se neutraliz6 de la misma forma después de 48 h de incuba-
cidn en la obscuridad a temperatura ambiente. La fluorescen
cia se midid a 530 nm usando un filtro de 435 nm para la
excitacidén. Como estidndar se usd una solucidn de riboflavi-.
na,‘cuya concentracidn se determind exactamente midiendo las

absorbancias a 268, 374 y 448 nm (XKoziol, 1971).
IT1.C.5.2. Hemo
El contenido heminicd de la nitrato reductasa se

~determind segln el método de Paul et al (1953) con las modi

ficaciones de Appleby y Morton (1959). A una alicuota de
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0,5 ml conteniendo la nitrato reductasa se afiadieron 0,2
ml de piridina y 0,3 ml de KOH 0,2 N. Después de la adicidn
de unos cristalitos de ditionito sédico, se registrd el es-
pectro de absorcidén a 25°C frente a un blanco sin enzima
tratado en idénticas condicidnes. Como referencia se usd
una solucidén de cloruro de hemina (ferroprotoporfirina IX)

de concentracidn exactamente conocida,
I1.C.5.3, Hierro

Elbcontenido total en hierro de la nitrat@ reduc-
tasa se determind en muestras conteniendo 5-10 nmol de hie-
rT0, Seglin el método de Van de.Bogart y Beinert (1967). Co-
mo estidndar se usd una solucidn obtenida por disolucidn de
56 mg de hierro analitico (99,5%‘purd, Merck, R.F.A.) en 2
ml de HCl y 2 ml de HNO3 comercilales, Yy posteriormente com-
pletada con agua destilada hasta 100 ml. Las preparaciones
enziméticas (22 ml) de nitrato reductasa se dializaron du-
rante dos periodos de 24 h cada uno frente a 5 1 de tampdn
Tris-acético 50 mM (pH 7,5) con EDTA 0,10 mM. Como blanco se

usé el tampdn utilizado en la segunda didlisis.

A mueétras de 1 ml coﬁteniendo los blancos, esténdar;
o nitrato reductasa se afiadieron d,l'ml de H,50, y 0,1 ml
de HNO3 comerciales, Después de agitar suavemente, se calen
taron directamente sobre la llama del mechero hasta calcina

cidén total de las muestras, con precaucidn para evitar pér-



didas debido a las proyecciones. Posteriormente se afiadid

a cada muestra 0,05 ml de HClO4 comercial, y se volvieron
a calentar sobre el mechero hasta su clarificacidén. Una vez
enfriadas, se les afladié sucesivamente 0,5 ml de agua, 0,25
ml de dcido mercaptoacético (=tioglicdlico) al 1% (p/v),
1,5 ml de una solucidn sgturada'de acetato sédico y 1 ml de
~una solucidn de 4,7—difenil-l,10—fenantrolina preparada por
disolucién de 136,3 mg en 250 ml de alcohol isoamilico. Des
pués de agitar en un vibrador de alta velocidad durante 2
min; se centrifugaron a 5.000 x g durante 5 min en ﬁna cen
trifuga SELECTA (Espafia) para separar las capas acuosa e
isoamilica. Se extrajeron 0,5 ml de la fase orgdnica Y se
1éy6 la absorbancia a 535 nm frente a alcohol isoamilico
como blanco. El coeficiente de extincidn a 535 nm calculado

para el complejo hierro-fenantrolina fue €535=9.048 M-!.cm~?

gy

IT.C.5.4. Molibdeno

El molibdeno se analiié por el procedimiento de
Clark y Axley (1955), seglin las modificaciones iﬂtroducidas
por Solomonson et al (1975), utilizando muestras con 2-5
nmol de molibdeno. Los eéténdars Se prepararon con NazMoO4
de grado~analitico (99,5% puro, Merck, R.F.A.). Las prepara
ciones con la nitrato reductasa (=2 ml) se dializaron duran
te dos periodos de 24 h cada uno frente a 5 1 de tampén‘Tris—~

-Acético 50 mM( pH 7,5) con EDTA 0,10 mM. Como blanco se usd



el tampdn utilizado en la segunda didlisis. El1 reactivo de
ditiol al 0,02% ( p/v) se prepard segln el método de Cardenas
y Mortenson (1974): 1,0 g de tolueno-3,4-ditiol se disolvie-
ron en 500 ml deANaOH al 1% (p/v) y se afladidé dcido mercap-
toacético gota a gota (=8 ml) hasta que aparecié una turbi-

dez opaca permanente,

A muestras de 1 ml conteniendo los blaﬂcos, estandars
o la nitrato reductasa se afiadieron 0,2 ml de 1,50, comer -
cial, y se calentaron directamente sobre la llama del meche
ro hasta la calcinacidn total de las muestras. Una vez en-
friadas, se les éﬁadié gota a gota agua oxigenada al 30%
( p/v) hasta su clarificacidén, y se vuelven a calen£ar sobre
el mechero hasta que dejan de salir humos blancos. Después
de enfriadas nuevamente, se les aﬁadieron 3 ml de agua des-
tilada, 1,5 ml de HC1l comercial, 0,2 ml de KI al 50% (p/vj
preparado recientemente, 0,01 ml de NaZSZO3 al ;O% (p/v),
0,2 ml de dcido tartarico al 50% (p/v) y 2 ml del reactivo
de ditiol. Despuds de 10 min, se afiadié 1 ml de acetato de
isoamilo a cada tubo y se agitaron vigorosamente en un vi-
brador de alta velocidad, dejdndose a continuacidn otros 30
" min a temperatura ambiente. Se centrifugaron a 5.000 x g
durante 5 min, se sacé.de cada tubo una alicucta de 0,5 ml
éproximadamente de la fase orgdnica, y se leyd la absorban
cia a‘680 nm frente a acetato de isoamilo., El coeficiente
de extincidn calculado para el complejo molibdeno-ditiol

fue €589 = 20.160 M '-cm~!
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IT.C.5.5., Sulfuro 13bil

- E1 método de King y Morris ( 1967) con las modifi-
caciones introducidas por Siegel et al (1973) se empled para
las determinaciones analiticaé de sulfuro 14bil. Las solucio
nes estindars se prepararon con NaZS de Merck (R.F.A.) (King
Yy Morris, 1967). La preparacidén de nitrato redﬁctasa (0,9 mg
en 0,8 ml) se dializd durante 24 h frente a 5 1 de tampdn
Tris-Acético S0 mM( DH 7,5) con EDTA 0,10.mM, Como blanco se

utilizé el tampdn de didlisis.

A muestras de 0,7 ml conteniendo los blancos, csténdars
o la nitrato reductasa se les afiadieron 0,5 ml del reactivo
de zinc alcalino preparado antes de usar {5 vol de acetato de
zinc al 2,6% (p/v) con 1 vol deNaOH al 6% (p/v)}. Los tubos se
taparon, agitaron y dejaron durante 2 h con agitaciéh con-
tinua a temperatura ambiente. Se afiadieron 0,1 ml de sulfa-
to de N,N'-dimetil-p-fenilendiamina 0,02 M preparado en HCL

7,2 N, seguido por 0,1 ml de FeCl, 0,03 M preparado en HCL

3
1,2 N. Después de 20 min, se leyd la absorbancia a 670 nm

frente al blanco.
I1.C.6. Andlisis de aminodecidos
La composicidén de aminodcidos de la nitrato reducta

sa se determind segln el método de Spackman et al (1958), con

un analizador de aminodcidos JEOL (Japdn) modelo JLC-6AH.
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Las muestras conteniendo 0,4 o 0,8 mg de nitrato reductasa
homogéum.se hidrolizaron con HC1 6 N bajo vacio durante 24
0 72 h a 110°C. La cisteina y la ciétina se determinaron co
mo dcido cistéico después de la oxidacién con &cido pérfc’)ri
mico (Moore, 1963). El triptofano se determiné con tiogii—

cerato segin el método de Matsubara y Sasaki ( 1969).

II.D. TECNICAS EXPERIMENTALES
II.D.l.wbentrifugaciones

Para la recogida de células, preparacidn de extrac-
tos celulafes y en los distintos pasos de la purificacidn
se emplearon centrifugas refrigeradas SORVALL (U.S.A.) mode
lo‘RCZ—B, con rotores SS34 y GSA.

Las centrifugaciones a baja velocidad, menos .de 5.000
X g, se realizaron a temperatura ambiente en pequehas cen-

trifugas SELECTA (Espaifia) de receptdculos basculantes.

Para centrifugacidén con flujo continuo se empled el
sistema Szent-Gyorgyi & Blum adaptado a una centrifuga SOR-
VALL. También se empled en ocasiones una centrifuga SHAR-

PLES (Francia) ..

Para las, centrifugaciones en gradiente de sacarosa se
us6 una ultracentrifuga BECKMAN SPINCO (U.S.A.) modelo LZ-

65B equipada con un rotor SW-65K de receptdculos basculantes.
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I11.D.2. Centrifugaciones en gradiente de densidad de saca-

rosa

El coeficiente de sedimentacién de la nitrato reduc
tasa se determiné por centrifugacibén en un gradiente de den
sidad de sacarosa, de écuerdo con el procedimiento descrito
bor Maftin y Ames (1961). Cada tubo de cmﬁmiﬁﬁgx contenia
4,6 ml de un gradiente lineal de sacarosa desde el 5% (p/v)
en la partc supcrior dcl tubo hasta el 20% en el fondo; pre
parado en tampdén fosfato sddico 50 mM( pH 7,0) con DTE 0,15
_mM,FEDTA 0,10 mM y FAD 20 UM. Para la.formacién del gradien-
te se émpleé un aparato mezclador BUCHLER (U.S5.A.) de dos

compartimentos.

Se aplicaron muestrasvde 0,15 ml conteniendo la nitra~
to reductasa y/o las proteinas marcadoras en la parte supe-
rior de cada tubo, encima del gradiente. La centrifugacién
'se llev6 a cabo a 40.000 rpm durante 15 h en una ultracen-

trifuga refrigerada a 4°C con un rotor SW-65K.

Después de la centrifugacidn, los“gradientes se eluye-
ron a un flujo de 9 ml/h empezando por el fondo del fubo,
mediante un aparato Densi-Flow de BUCHLER (U.S.A.) acoplado
a una. bomba peristdltica LKB (Suecia). Se recogieron 23-24

fracciones de 4 gotas cada una.
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Las proteinas marcadoras utilizadas fueron: seroalbi-
~mina ( 100 ug por gradiente), alcohol deshidrogenasa (10 ug)
y catalasa (5 ug). La seroalbtmina se detectd por su absor-
bancia a 230 nm, y la alcohol deshidrogenasa y la cataiasé,

por sus actividades cataliticas
II.D.3. Cromatografia de filtracidén en Bio—-Gel

El radio de Stokes de la nitrato reductasa se esti-
mdé por filtracidén en gel, siguiendé el métoao descrito por
Siegel y Monty ( 1966). Se utiliz® una columna ( 2,5 x 50 cm)
de Bio-Gel A 1,5 m (100-200 mesh) equilibrada con tampdn
fosfato sédico 50 mM ( pH 7,5) suplementado con DTE 0,15 mM,

EDTA 0,10 mM, FAD 20 M y NaCl 0,1 M.

Las soluciones con la nitrato reductasa y/o las protei
nas marcadoras se prépararon en el tamp6n antes citado, y se
suplementaron con sacarbsa al 5% (p/v). Se tomaron muestras
de 0,5 ml, se aplicaron con una jeringa en la parte superior
del gel, y se realizd la elucidén con un flujo de 25 ml/h.A
De esta forma se determind el volumen de elucidn, Voo de ca
da proteina. E1 volumen Vacio, VO, de la columna se determi:
né a partir del volumen de elucidén de una muestra contenien

do 'azul dextrano al 0,3% (p/v). El volumen total, V_, se

t’
estimd mediante calibrado de la columna vacia con agua.
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Las proteinas marcadoras fueron: ovalbimina ( 1 mg por
muestra), sefoalbﬁmina( 1 mg), alcohol deshidrogenasa (22
u), cafalasa (10 U), ferritina (2 mg) y fibrindgeno (3 mg)
La alcohol deshidrogenasa y la_catalasa'se detectaron por |
su actividad, mientras que las demds se localizaban por su

absorbancia a 230 nm.
Los resultados se trataron seglin Laurent y Killander
v 1/2 - _
(1964), fgpresentado (-log K ) , donde K = V -V /
Vt—VO, en funcidn del radio de Stokes.

II.D.4. Electroforesis

II.D.4.1. Electroforesis analitica en geles de poliacrila-

mida

Las separaciones electroforéticas analiticas se
realizaron en geles de poliacrilamida al 5% (p/v) de acrila-
mida, usando el sistema discontinuo de gel de Jovin et al

(1964) .

El tampén electrolifo (pH 8,3) estaba formado por
Tris ( 3,6 g/1) y glicina (15,28 g/1), mientras que el tam-
pén de los geles era Tris-HC1 3 M (pH 8,82) conteniendo
N,N,N',Nttetrametiletilendiamina (TEMED) al 0,46% (v/v).

Para la preparacién de los geles al 5% de acrilamida se mez
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claronZ vol ﬁzunasolucién que contiene acrilamida al 20%
(p/v) y bis-acrilamida al 0,8% (v/v), 1 vol de tampénde gel,
1 vol de agua destilada y 4 vol de una solucién de persulfato
amdnico 6,1\mM preparada inmediatamente antes de usar. Para
1é preparacidén de geles a otras concentraciones de acrilamil
da se variaba el volumen de la solucién de acrilamida, a la
~vez que se corregia el volumen final con agua destilada.
Después de éliminar los gases disueltos mediante succidn
con una trompa de agua, se dejaxon:polimerizar los geles a
temperatura ambiente en tubos de vidrio de 5 mm de didmetro
interno y 10 cm de longitud, que se rellenaron con la mez-
cla hasta aproximadamente 1,5-2 cm del extremo superidr y

cubriendo el menisco con una capa de agua de 2-3 mm.

Las muestras contenian 10-50 ug de proteina,'sacarosa
al 10% y azGl de bromofenol al 0,1% (v/v) como colorante
marcador del frente electroforético. Después de la aplica-
cién de las muestras, la electroforesis se realizd primero
a 1 mA/gel durante 20 min y luego a 3 mA/gel hasta que el
azul de bromofenol alcanzd el extremo inferior del gel (a-
proximadamente 2 h). El proceso electroforético se realizd
~en un aparato para doce éeles de SHANDOM (Inglaterra) con
una fuente de alimentacidn (power supply)vVQkam, modelo SE

2761, de SHANDOM.
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I1.D.4.2. Tincidn de proteina en los geles de electrofo-

resis

‘Una vez concluida la electroforesis, las protei-
nas se localizaron tifiéndolas por inmersidén de los geles
en una solucién deAazul brillante de Coomassie al 1% (p/v)
-en-dcido acético al 7% (v/v). Tras 2 h de tincidn, los ge-
les se lavaron repetidas veces con una mezcla de metanol
al 5% (v/v) y écido acéticd al 7%,'permaneciendo las bandas
de proteina tefiidas de azul mientras que el resto del gel

se habia decolorado.

Para determinaciones de la movilidad electroforética
de las proteinas, se realizaba el densitograma de los geles
segln se describe en el apdo. II.D.5.3.

g

I1.D.4.3. Localizacidén de la actividad nitrato reductasa

en los geles

La éctividad MVH-nitrato reductasa se detecté en
los geles de electroforesis por un método bdsicamente igual
al descrito por Vega y Kéﬁin( 1977) para la nitrito reduc-
tasa., LoS geles se sumergian en un tampén\Tfis—HCI 50 mM
(pH 7,5) conteniendo metil violdgeno 1,5 mM y ditionito s&-
~dico 23 mM y, después de 10 min a temperatura ambiente,-és-

tos presentaban el color azul del metil violdgeno reducido.



A continuacién se transferian a tubos de ensayo que con-
tenian nitrato @oﬁésico 10 mM en el mismo tampdn, y se 1in
cubaban a 30°C. La actividad MVH-nitrato reductasa se mos-
traba como una banda incolora que apareéia al cabo\de‘unos¥
minutos, debida a la oxidacidén catalitica del metil viold-
geno por el nitrato. Los geles se transferian rédpidamente a
~una solucidn de cloruro de trifeniltetrazolio al 2,5 % (p/
v), el cual reacciona con el metil violdgeno reducido dan-
do.lugajfa un formazano rojo, insoluble y permanente. La ac

tividad nitrato reductasa aparecia, por tanto, como una ban

da incolora en geles de color rojo.

II.D.4.4. Electroforesis en dodecil-sulfato s6dico (SDS)

La electroforesis en presencia de SDS se 1llevd a
cabo éegﬁn el procedimeinto de Weber y Osborn (1969), usan- -

do geles al 10% de acrilamida.

El tamp6n de los geles era fosfato s6dico 0,2 M TpH
7,5) conteniendo SDS al 0,2% ( p/v). El tampdn electrolito
se prepard diluyendo a‘la mitad con agua el tampdn de los ge
les. Para preparar.los geles se mezclaron 13,5 ml de una
solucién compuesta por acrilamida al 22,2% (p/v) y bis-acri
lamida al 0,6%7(p/v) con 15 ml del tampdén de geles, 1,5 ml

de persulfato .aménico 65,7 mM y 45 ul de TEMED. Después de
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eliminar los gases disueltos, se dejd polimerizar en tubos.
~de 5 mm de didmetro interno y 10 cm de longitud, llendndo-
los hasta 1,5-2 cm del extremo superior y cubriendo el me-

nisco con una capa de agua de 2-3 mn.

Las proteinas patrones se disolviéron en tampdn de
fosfato potééico 10 mM (pH 7,0) a las concentraciones que
se indican: a-quimotripsinégeno, 0,5 mg/ml; ovalblimina,
0,25 mg/m1§ seroalbtmina, 0,25 mg/ml; y fésforilaéa a, 1,0
mg/ml. En otras ocasiones se usd un conjunto de proteinas
patrones - de PHARMACIA (Uppsala, Suecia) conteniendo fosfo-
rilasa b, seroalbﬁmina, ovalbGmina,anhidrasa carbdnica, in-
hibidor de la tripsina de soja y o-lactalbtmina. A muestras
de 1 ml se les afiadié 0,1 ml de tampdn fosfato sddico 0,1 M
( pH 7,0) con SDS al 10% (p/v) y B-mefcaptoetanol al 10% (p/
v), Yy se calentaron a 100°C durante 5 min. Una vez enfria—
das, se les afiadi6 sacarosa al 10% y azul de bromofenol al
0,1% (v/v). Se aplicaron 10 ul de cada muestra a los corres
pondientes geles, y se desarrolld la electroforesis a tempe

~ratura ambiente, primero a 4 mA/gel durante 30 min y luego
a 8 mA/gel hasta que el marcador electroforétiéo alcanzé el

~extremo inferior del gel (=5 h).

El aparato empleado era el mismo que el de la electro-
foresis analitica (apdo. II.D.4.1.). La tincidn de las pro-

teinas se realizd como se describe en el apdo. 1I.D.4.2Z.
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I1.D.4.5. Electroforesis en gradiente de concehtraciln

de acrilamida

-Para la determinacién del peso molecular de la
nitrato reductasa, se realizb una electroforesis en gradien

te de concentracidn de acrilamida (Margolis y Wrigley, 1975)

Se us6 como gel'una placa disponible comerciélmente de
poliacrilamida con un gradiente de acrilamida desde el 4
hasta el 30% (p/v). Como referencié se us6 un conjunto de
proteinas patrones de PHARMACIA (Uppsala, Suecia) contenien
do tiroglobulina, ferritina, catalasa, lactato deshidrogena
sa y seroalbfimina. El proceso electrofordtico se realizd a
8°C en un aparato para electroforesis preparafiva UltraphorR
de COLORA (Lorch, R.F.A.). Los reservorios de los electro-
dos contenien un total de 10 1 de Tris 90 mM, acido bdrico

80 mM y EDTA 20 mM (pH 8,4).

Los geles se equilibraron él principio a 125 V durante
15 min, y a continuacidn se aplicaron las muestras contenien
do 5 ug de cada estidndar y/o 5-15 ug de nitrato reductasa.
Se realizd una‘preelectréforesis durante 30 min a 75 V, y
seguidamente se elevd el vcltaje a SOO V continudndose la

celectroforesis en estas condiciones durante unas 5 h.

La tincién de las proteinas con azul de Coomassie se

realizd como se describe en el apdo. II.D.4.2.
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IT.D.5. Determinaciones espectrofotométricas

Con excepcidn del espectrofbtémetro BAUSCH & LOMB,
todos los -demds aparatos eran del tipo de doble haz y'podidn
ser empleados en medidas tanto dentro de la zona visible co

mo de la ultravioleta.

I1.D.5.1. Medidas de absorbancia

Las determinaciones colorimétricas se realizaron
en espectrofotédmetros BAUSCH & LOMB (U.S.A.) modelo Spectro
nic 100 o PYE UNICAM ( Inglaterra) modelo SP8-100 UV, dotados

ambos de lectura digital.

Las cinéticas enzimdticas se siguieron mediante apara
tos PYE UNICAM modelos SP 1750 UV y SP8—100 UV con registrg
dor incorporado. Las cubetas utilizadas eran de cuarzo, para
medidas:a longitudes de onda inferiores a 340 nm, o de cris

tal.

IT.D.5.2. Espectros de absorcidn

Los espectros de absorcidn se registraron a tempe
ratura ambiente en cubetas de cuarzo de 1 cm de paso de luz,
frente a un blanco adecuado como referencia. Se emplearon

espectrofotdmetros PYE UNICAM SP8-100 UV .o AMINCO (U.S.A.)
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modelo DW 2a. Antes de realizar un espectro se registraba
la linea base del ‘espectrofotdmetro utilizado. La anchursa

del haz era siempre de 1,5 nm.

I1.D.5.3. Densitogramas

Después de la electroforesis los densitogramas
de los geles de‘poiiacrilamida;se realizaron en un espectro
fotdémetro PYE UNICAM SP8-100 UV, equipado con un densitéme-

tro modelo 790826.

Los geles, una #ez tefiidos, se colocaban en un tubo de
vidrio calibrado de 0,5 cm de diémetro interno, midiéndose
la absorbancia a 640 nm,,en'el caso de‘proteina, o a 500 nm,
en el caso de actividad‘nitrato reductasa, a lo largo del
gel. Los geles se desplazaban a una velocidad de 0,2—6,4
mm/s. Otros paridmetros utilizados fueron: intervélo de ab-

- sorbancia, de 0 a 2; atenuadores, todos; rendija horizontal,
2 mm; rendija vertical derecha, 0,5 mm; rendija Vgrtical iz

quierda, 0,1 o 0,2 mm; y temperatura ambiente,

-11.D.5.4. Espectrofotometria de doble longitud de onda. De-

terminacidn del estado redox del citocromo b557

~de la nitrato reductasa

s

En 1951, B. Chance introdujo la,éspectrofotometria

de doble longitud de onda, que permite la medida devpeQueﬁos



cambios de absorbancia en muestras altamente absorbentes y
dispersantes. El fundamento se ilustra en la Fig. 3, y con
siste en usar una ﬁniéa cgbeta a través de la cual sé pasan
alternativamente dos rayos de luz monocromitica de diferen-
te longitud de onda. Siendo uné técnica diferencial, se com
para el cambio de absorbancia a una longitud de onda de in-
terés -por ejemplo, la de mdxima absorbancia del compuesto
medido— con el cambio de absorbancia a una longitud de onda
fija ~ —usualmente un punto isosbéstico—. Para evitar inter
ferencid; con otras componentes, la longitud de onda de me-
dida es determinada por el mdximo de absorcidn mads selecti-
vo para el componente estudiado, y como longitud de onda de
referencia se eScége el punto isosbéstico méds prdéximo. Asi,
en el caso del citocromo b557 de la nitrato reductasa se es-
cogid la longitud de onda correspondientc al pico a (557 nm),
y como referencia, 540 nm. De esta forﬁa, se pueden seguir’
los cambios redox del citocromorb557 en base al incremento
de absorbancia entre 557 y 540 nm, lo que permite efectuar

cdlculos cuantitativos acerca de la proporcidén entre las for

mas oxidada y reducida del citocromo.

Se utilizd un espectrofotémetro AMINCO (U.S.A.) modelo
DW 2a de doble longitud de onda, equipado con un agitador
magnético acoplado al portacubetas para la mezcla de los re-

activos afiadidos durante el experimento (ver apdot IIT.E.3.).
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Figura 3. Diagrama Jdptico de la . téenica de doble longi
tud de onda en un espectrofotdmetro AMINCO modelo DW-2a. Si-
milar a la técnica de haz dividido, la radiacidén de la lam-
para de deuterio (UV) o de tungsteno (VIS) es enfocada por
el espejo E] hacia la entrada del compartimento de monocro-
madores. El obturador OBj estd totalmente abierto, y el haz
dividido por las aberturas define dos rayos independientes.
Después de la colimacidén por el espejo Ep y la difraccidn
por los monocromadores MONO 1 y MONO 2, los rayos A1 y A2
son enfocados por el espejo E3z hacia el orificio de salida.
Después los rayos pasan a través de una lente zoom 'y el ba-
lance de haz doble By (By es el balance de haz dividido).
Ambos rayos bien pasan a través o bien son desviados por el
espejo rotatorio Ey (chopper) que estd .segmentado. Durante
una mitad del ciclo, la luz del MONO 1 es reflejada por el
“espejo E. hacia una trampa de luz con ayuda del obturador
OBz, y 14 luz del MONO 2 es reflejada por el espejo Eg hacia
la cubeta de muestra M. Durante la segunda mitad del ciclo,
la luz del MONO 1 es reflejada por el espejo rotatorio Eg
hacia la cubeta de muestra M, mientras que la luz del MONO 2
es atrapada. La cubeta de referencia R no se utiliza en es-
te caso. :
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I11.D.6. Determinaciones espectrofotofluorimétricas

Todos ios estudios fluorimétricos se realizaron en
un espectrofotofluorimetro AMINCO-BOWMAN (U.S.A.) modelo
SPF consistente en una unidad 6ptica, un fotomultiplicador
y una fuenté de alimentacidn, y al que se le habia adaptado
_un registrador VARIAN-AEROGRAPH (U.S.A.) modelo F-100. Se

emplearon cubetas de cuarzo de 1 cm de paso de luz.

Teniendo en cuenta que todés ias determinaciones fluo-
rimétricas se centraron sobre el estudio de la flavina, siem
pre se usdé como longitud de onda de excitacién 450 nm, co-
rrespondiente a un méximo de absorbancia de los flavin nu-
cledtidos. En otras ocasiones se usé 435 nm para la excita-
ciéﬁ. Los espectros de fluorescencia se efectuaban registran
do la emisidn de fluorescencia de la muestra dentro de un
rango de longitudes deﬁonda, usualmente desde la longitud de
onda de excitacidén hasta 650 nm. Las medidas de fluorescen-
cia se realizaban en base a la emisién de fluorescencia de
las muestras a una déterminada longitud de onda, generalmen
te correspondiente a un maximo de emisidén, que en el caso de

los flavin nucledtidos sé encuentra a 530-535 nm.
I1.D.7. TZtulaciones potenciométricas

IT1.D.7.1. Determinacidén del potencial normal del citocromo

bgcy de la nitrato reductasa
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Las titulaciones redox del citocromo b557 se llevaron
a cabo a temperatura ambiente bajo condiciones anaerdbicas
en un espectrofotémetro de doble longitud de onda (ver apdo.
IT.D.5.4.), seghn la técnica propuesta por Dutton y‘W£umn
(1974). Se utilizd una cubeta éspecial de cuarzo de 1 cm de

paso de luz, cuyo esquema se representa en la Fig. 4.

‘A través de la cubeta conteniendo 3 ml de ‘una solucién
de niﬁrato reductasa en tampén fosfato potdsico 0,1 M (pH
7,05 con EDTA 0,10 mM, se hizo pasar una corriente de N, 30
min antes de empezar la titulacidn y durante todo el tiempo
que durdé la misma. El N, se hacia previamente pasar a tra-
vés de una disolucidn de pirogdlol en NaOH al 1% (p/v), para
eliminar las'trazas de oxigeno que pudiera llevar el gas. La
mezcla de reaccidn contenia los siguientes mediadores redox,
cada uno de ellos a una concentracidn final de 20 uM:‘3,6*
diaminodurol (E&, pH 7 = +220 mV); fenazina metosulfato
(Ey, pH 7 = +80 mV); 1,2-naftoquinona (E4, pH 7 = +36 mV);
y 2-hidfoxi-1,4—naftoquinona (E&, pH 7 = -145 mV). Una solu
cién de ditionito s6dico 50 mM se usd para las titulaciones
reductivas, y otra de ferricianuro potdsico 50 mM, para las .
oxidativas. Despuéds de cada adicidén de ditionito (o ferri-
cianuro) sé registraron los cambios de absorbancia a 557-540
nm, a la vez que se media el potencial redox con un electrg‘
do combinado PF-Ag/AgCl,INGOLD {Eo, a 25°C =+222 mV (Dut-

ton, 1978)} conectado a un pH-metro METHROM-HERISAU ( R.F.A.)
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Figura 4. Sistema anaerdbico utilizado para la determi
nacidn del potencial redox del citocromo b de la nitrato
reductasa. La cubeta empleada era de cuarz0“y 1 cm de paso
de luz. La microjeringa era de émbolo de rosca, a@ecuada pa-
ra la adicién de pequefias alicuotas del agente oxidante o
~reductor.
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modelo E-512. Bl electrodo se callbraba antes de cada titu-
lacién con una disolucidn saturada de quinhidrona a pH 7,0

{BY, pH 7,0 =+280 mV (Loach, 1973)}.

I1.D.7.2. Determinacidn del potencial normal de los proce-

sos de inactivacidn y reactivacidn de la nitrato

reductasa

Las titulaciones redox de los procesos de inacti-
vacidén y reactivacién de la nitrato reductasa se llevaron a
cabo a 30°C bajo condiciones anacrdbicas, en una cubeta cilin
drica y termostatizada de 6 ml de capacidad con agitacidn

magnética (Fig. 5).

La mezcla de reaccién, conteniehdo 4 ml de una solucibn
de nitrato reductasa en tampdén Tris-HC1 50 mM (pH 7,5), se
gased continuamente con N, desde 20 min antes de comenzar la
titulacidén y durante todo el tiempo que durd la misma. La co
rriente de N, se hizo pasar por una disolucién de pirogalol
en NaOH al 1% (p/v) para asegurar la ausencia de oxigeno.

El potencial redox se mididé con un pH-metro equipado con un
electrodo combinado de PtéAg/AgCl previamente equlibrado con
quinhidrona ( ver apado. II.D.7.1.). Se usaron los siguientes
mediadores redox, cada uno a una concentracidén final de 25
uM: 1,4-naftoquinona ( E{, pH 7 = +36 mV), azul de metileno

(B4, pH.7 = +11 mV), dcido indigo-tetrasulfdnico (Ei, pH 7
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Figura 5. Sistema anaerdbico utilizado para la titula-
cién redox de los procesos-de inactivacidn y reactivacidn de
la nitrato reductasa. Alrededor de la mezcla de reaccidn se
hacia circular una corriente de agua a 30°C. La microjeringa
era de émbolo de rosca, adecuada para la adicidn de pequenas
alicuotas del agente oxidante o reductor. La toma de muestras
se realizaba con una jeringa a través de un pequefio taponcito
de goma.
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= -46 mV) y 2-hidroxi-1,4-naftoquinona (E!{, pH 7 = -139

mV) para la determinacidén del potencial de inactivacidn, y
2,6-diclorofenolindofenol (E&, pH 7 = +217 mV), 1,2-nafto-
quinona (EY{, pH 7 = +143 mV), N-metilfenazina metosulfato
(E&, pH 7 = 480 mV) vy azul'de metileno para la titulacidn
del proceso de reactivacidn. Una solucidn de'ditionito s6 -
dico 50 mM y 6tra de ferricianuro potdsico 50 mM se usaron

para ajustar el potencial redox de la mezcla de reaccidn.
11.D.8, Resonancia paramagnética del electrén (EPR)

Los espectros de EPR de la nitrato reductasa se
registraron en un instrumento ﬁRUCKER,con accesorio de he-
lio para bajas temperaturas. La temperatura fue de 15°K; la
amplitud de modulacidn, 16,1 Gauss; la frecuencia 9,43 GHz
(= giga hertz). Los valores de g escritos a lo largo del
espectro en puntos interesantes fueron determinados por com

putadora.
I1.D.9. Microscopia electrdnica

Para los estudios al microscopio electrdnico se usd
una preparécién de nitrato reductasa conteniendo 0,9mg/ml en
tampén fosfato potdsico 10 mM (pH 7,0) cen DTE 0,15 mM, EDTA
0,10 mM y FAD 20 uM. El enzima se redujo con unos cristali-

tos de NADH y se guardd a -20°C. Inmediatamente antes de
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usarla, la solucidn enzimidtica se diluyé unas diez veces
con fosfato potdsico 10 mM (pH 7,0) y entonces se realizd
la tincidén con acetato de uranilo al 2%, seglin el método
descrito por Valentine et al (1968). En otras ocasiones, el
enzima'ée.fijé con formaldehido antes de tefiirlo. A conti-
nuacién se realizaron las micrografias electrdnicas del es
pécimen de enzima negativamente tefiido en un microscopio
electrdénico PHILIPS EM 400. La simetria de rotacidn de la
molécula de enzima se determindé por el método de superposi-
cidén Optica (Markhém et al, 1963). El enzima también se vi-
.sualizd empleando la técnica sandwich , consistente en fi-
jar una mblécula;de enzima entre dos finas 1éﬁinas de car-

bdon (Beuscher et al, 1974).

I1.D.10. Establecimiento de condiciores anaerdbicas y de la

presidn parcial de oxigeno

VPara la obtencién de una atmésfera determinada dis
tinta a la normal, se utilizd un aparato MANIFCLD que permi
tia realizar con facilidad ciclos sucesivos de evacuado de
la atmbsfera inicial y llenado con el gas o la mezcla de ga-
ses deseados en cada caso a un total dé doce tubos al mismo

tiempo.

Las muestras de 0,5-1 ml se colocaban en tubos de 3,5
ml de capacidad con tapadera de goma y capuchdén de rosca

PIERCE (U.S.A.), los cuales se conectaban a las salidas del
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aparato mediante una aguja hipodérmica.

Las soluciones se evacuaron durante 3 min con una bom-
ba de alto vacio WELCH (U.S.A.) modelo 1405 para eliminar el
alre disuelto. Posteriormente se rellenaron bien con argon
—para establecer una atmdsfera anaerdbica— o bien con una

mezéla de argon/OZ en proporcidén conocida —para estable-
cer una atmésfera con una determinada presidn parcial de
oxigeno—,'y se mantuvieron en estas condiciones durante 30 s
con agitacidén ocasional. El proceso de vaciado/llenado se re
pitid tres veces. El argon,cﬁando se queria establecer con-
diciones anaerdbicas se hacia pasar a través de un Caﬁalizam
dor BASF (R.F.A.) R3-11 calentado a 60°C, para eliminar cual
quier traza de oxigeno. La composicidn de 1la mezclé argon/O2
se establecia controlando el flujo de cada uno de los dos
gases con uE’medidor debflujos gaseosos MANOSTAT (U.S.A.)
modelo 1QOS.

La toma de muestras y la adicidn de reactivos se 1llevd
a cabo empleando jeringas herméticas (gas tight) HAMILTON

(Suiza).
IT1.D.11. Medidas del pH

El pH de las disoluciones se determind con pH-me-
tros BECKMAN (U.S.A.) modelo Expandomatic SSZ o METHROM-HERI
SAU (U.S.A.) modelo E-512, ambos provistos de escala expan-

dida.
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IT.D.12. Eliminacidn de sales y moléculas pequefias

Las sales y otras moléculas de pequéﬁo tamafio, co-
mo DTE, nucledétidos, EDTA, etc., se eliminaron generalmente
por filtracidn a través de colﬁmnas de Sephadex G-25 (me -
dium) cuyo‘volumen vacio habia sido previamente determinado
con azul dextrano. En otras ocasiones, las soluciones enzi-
miticas se sometian a didlisis en bolsas de celulosa regene-
rada Visking (SERVA, U.S.A.) previamente hervidas en una mez

cla de NaHCO, al 1% (p/v) y EDTA al 0,01% (p/v) durante 30

3

min, y lavadas posteriormente con agua destilada.
IT.E. REACTIVOS"®

Los flavin nucleétidos, adenin nucledtidos, Tris, EDTA,
azul dextrano, azul de Coomassie, azul-Sefarosa CL—6B; fena-
zina metosulfato y pHMB, asi como las proteinas alcohol des-
hidrogenasa, cétalasa, fosforilasa a, a-quimotripsindgeno y
ureasa sevobtuvieron de SIGMA {(St. Louis, U.S.A.). Los piri-
din nucledtidos y el citocromo ¢, de BOEHRINGER (Manheim,
R.F.A.). E1 DTE, violdgenos, TEMED, ovalblmina, seroalblmi- .
na, ferritina y fibrinégéno, de SERVA (Heidelberg, R.F.A.).
3,6—diamiﬁ6durol, de FLUKA (Buchs, Suiza). 1,2-naftoquinona,
1,4-naftoquinona, 2-hidroxi-1,4-naftoquinona y bis-acrila-
mida, de ALDR{CH (Beerse, Bélgica). El Bio-Gel A-1.5 m era

~de BIORAD LABORATORIES (U.S.A.). El Sephadex G-25 procedia



de PHARMACIA (Uppsala, Suecia) y 1los gelés con gradiente de
acrilamida, asi como el conjunto proteinas estdndars usadas
como referencia en electroforesis eran de PHARMACIA (Frei-
burg, R.F.A.). El sulfato de estreptomicina se obtuvo de
Cia. Espafiola de Penicilina. Las perlas de vidrio para la
rotura de células eran de B. BRAUN (Melsungen, R.F.A.}. Las
sales empleadas en mayor cantidad en los medios de cultivo,
como el nitrato potdsico, el cloruro sbédice y los fosfatos,
eran de PANREAC (Espafa). El resto de los-productos utiliza
dos eran de grado analitico y procedian de MERCK (Darmstadt,

R.F.A.).

El agua destilada se obtu?o mediante un destilador de
vidrio DRA (Espafia). El agua utilizada en los cultivos a
gran escala se desionizd mediante un ‘desmineralizador SETA
(Espafia) modelo D400. Para los cultivos estériles se usd

agua destilada.

Los gases utilizados, anhidrido carbdénico, nitrdgeno,
argon y oxigeno eran de alta pureza y fueron adquiridos a

la Sociedad Espafiola del Oxigeno (Espafia).



IITI. RESULTADOS
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JIIL.A. PURIFICACION HASTA HOMOGENEIDAD DE LA NITRATO REDUC-

TASA DE Ankistrodesmus braunii.
IIT.A.Ll. Método de purificacidn

La nitrato reductasa de 4. braunii se purificd a par-
tir de un extracto crudo libre de células, que se prepard se-

gin se describe en Materiales y Métodos (apdo: IIL.B.1.).

El tampdén utilizado a lo largo de todo el proceso de puri
ficacién,‘fosfato potasico 10 mM (pH 7,0) conteniendo DTE 0,15
mM, EDTA 0,10 mM y FAD 20 uM, se denominari abreviadamente tam
p6én estindar. En felacién con la naturaleza del tampdn, se es-
cogid el fosfato por presentar un alto poder amortiguador en
la zona prdxima a pH 7, y ventajas muy significativas respecto
a otros compuestos ensayados, como el Tris, en lo concernieﬁte
a la adsorcidn de la nitrato reductasa a la azul-Sefarosa ( De
la Rosa et aql, 1980a). Por otra parte, el FAD, cofactor fisiold
gico de la nitrato reduétasa, es un efectivo protector de la
actividad diaforasa del enzima (Zumft et aql, 1970); el DTE pro
tege los grupos sulfhidrilqs de la proteina; y el EDTA impide
~la accién desnaturalizante de los metales. Asi pues, al comple
méntar el tampdn con estos compuestos se minimizan las pérdi-
das de actividad del enzima durante la purificacidén.

fodas las operaciones se llevaron a cabo a temperaturas

comprendidas entre G y 4°C.
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ITT.A.1.1. Tratamiento con sulfato de estreptomicina

Al extracto crudo, alrededor de 700 ml, obtenido a
partir de 100 g (peso fresco) de células, se le afiadid lenfameg
te 70kml de sulfato de estreptomicina 0,1 M (pH 7,0). Después
de 10 min a 0°C con agitacidn continua, se mantuvo la suspen-
sién en hielo 3 hwmés para cémpletar la precipitacidn y se cen
trifugd a 17.000 x g durante 30 min. El1 sedimento se deseché,

y se recogid el sobrenadante como material de partida,para 13

cromatografia de afinidad I.

ITI.A.1.2. Cromatografia de afinidad I

La solucidn enzimidtica obtenida en el paso anterior
(140-150 unidades de actividad nitrato reductasa) se pésé len-
tamente a través de una columna (3 x 15 cm) de azul-Sefarosa
equilibrada con el tampéﬁ estidndar. Una vez adsorbida la nitra
to reductasa se procedié al lavado con 500 ml del mismo tampdn,
eliminéndose>gran cantidad de proteinas no adsorbidas por el
ligando. E1 tampdn de lavado se suplementd con KCl1 0,1 M para
incrementar su fuerza iénica, y se eliminaron otras profeinas
débilmente unidas a la azul—Séfarosa. Finalmente, la columna se -
reequilibrd con 250 ml del tampdn esténdaf, y la subsiguiente
aplicacidén de una solucién de NADH 0,5 mM eluyd la mayoria de
los enzimas dependientes del piridin nuclebtido, incluyendo la

nitrato reductasa. Un perfil tipico de la cromatografia en azul
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Figura 6. Cromatografia de afinidad en azul-Sefarosa de
la nitrato reductasa de A. braunii. 710 ml del sobrenadante
obtenido después del tratamiento con sulfato de estreptomicCi-
na, preparado a partir de 100 g (peso fresco) de células se-
glin se describe en Materiales y Métodos, se pasaron por una
columna (3x15 cm) de azul-Sefarosa previamente equilibrada
con el tampdn estdndar. A continuacidén se lavd la columna con
el mismo tampdén. Las flechas indican los puntos de adicidn
(+) o de remocidén (-) de KC1 0,1 M al tampdén de lavado, asi
como la adicién final de NADH 0,5 mM. Se recogieron fraccio-
nes de 10 ml con un flujo de 50 ml/h, en las que se determi-
né la actividad NADH-nitrato reductasa (@) y el contenido
en proteina (0). Similar distribucidén de la actividad se ob-

servd cuando ésta se ensayd con NADPH como donador de electro-
nes.
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-Sefarosa de la nitrato reductasa de 4. braunii aparece en la
Fig. 6, donde se observa cémo el enzima es eluido por el NADH

junto con un pico de proteinas.

Las fracciones con mayor actividad nitrato reductasa.se co
leccionaron y la solucién resultante (120-150 ml) se dializd
exhaustivamente frente a 5 1 del tampdén estdndar para eliminar
el NADH. En esta fase de la purificacidén la solucidén enzimdtica
tenia una actividad especifica de 40-50 unidades/mg de proteina,
con un factor de purificacidn de 90C veces y una recuperacién”

del 70% aproximadamente respecto al extracto crudo (Tabla I).

ITI.A.1.3. Crdmatografia de afinidad II

La solucidén enzimdtica dializada procedente del paso
anterior se aplic6 lentamente a otra columna (1,2 x 16 cm) de
azul-Sefarosa equilibrada con el tampdén estdndar 'y, desputs de
la adsorcidén, se lavdé con 50 ml de tampén.‘La'aplicacién final
de un gradiente lineal de NADH de 0 a 0,5 mM en el mismo tampdn,
did lugar a la elucidn de todos los enzimas retenidos en la co-
lumna en base a su afinidad pbr el NADH, lo que condujo a una
mejdr resolucidn de las (hfer@mcs‘proteinas. El perfil de elu-
cidén de la actividad nitrato reductasa se muestra en la Fig. 7,
aprecifndose una actividad especifica pricticamente constante a
lo largo del pico. E1 NADH no se pudo detectar hasta que se

eluyd todo el enzima, probablemente debido a una actividad NADH
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Figura 7. Perfil de elucidn con un gradiente lineal de
NADH de la nitrato reductasa adsorbida a una columna de azul-
Sefarosa. 150 ml de la solucidén enzimitica obtenida después
de la cromatografia de afinidad I (ver texto), se aplicaron
a una columna (1,2x16 cm) de azul-Sefarosa equilibrada con el
tampdn estidndar. Después de un breve lavado de la columna con
el mismo tampdn, se llevd a cabo la elucidén de la nitrato re-
ductasa con un gradiente lineal de NADH desde 0 hasta 0,5 mM.
Se recogieron fracciones de 2 ml con un flujo de 15 ml/h. Si-
milar distribucidn se observd para la actividad NADPH-nitra-
to reductasa,-manteniéndose la relacibén de actividades NADH-/
NADPH-nitrato reductasa entre 1,1 y 1,3 a lo largo del pico.
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-oxidasa asociada al enzima.

El cm@unﬂ:deikauﬁ@nescon méyor actividad nitrato reductasa
se coﬁcentr6~por adiéién lenta de sulfato aménico sélido hasta
el 55% (p/v) de saturacién.'Déspués de 30 min a 0°C con agita-
cidén continua, la proteina precipitada se recogidé per centrifu-
gacidn a 27.000 x g durante 20 min, y se disolvid en un volumen
ﬁinimo de tampdn fosfato potdsico 50 mM (pH 7,0) conteniendo
DTE 0,15 mM, EDTA 0,10 mM y FAD 20 uM. Se afiadid glicerol hasta
el 40% (v/v) de concetracidén final y la solucidén enzimdtica re-
sultante se guardé a -20°C durante varios meses sin pérdidas sig

nificativas de actividad.

El procedimiento de purificacidén aqui descrito, y resumido
en la Tabla I, permite obtener 0,6 mg aﬁroximadamente de nitra
to reductasa a partir de 100 g (peso fresco) de cé&lulas, con ﬁn .
factor de purificacién de 1.600 veces y una recuperacidn final
del 32%. La actividad especifica de 1a$ preparaciones obtenidas
llegdé a alcanzar valores de hasta 80 U/mg, lo cual corresponde

a un nfimero de recambio (turnover number) de 37.392 min~'.

El compejo enzimdtico nitrato reductasa de 4. braunit ési
purificado presenta. actividad total desdc el NAD(P)H hasta el
nitrato, a la vez que las otras dos actividades parciales asocia
das a dicho complejo. Por una parte, es capaz de reducir cito-

cromo ¢, ferricianuro, DCPIP etc, con NAD(P)H como donador de



TABLA I

PURIFICACION DEL COMPLEJO ENZIMATICO NAD(P)H-NITRATO’REDUCTASA DE 4. brauni<

Actividad Recuperacidn

Actividad Purificacidn

Fraccidn Volumen Proteina
' total especifica

(ml) (mg) (u) (%) (U/mg)
Extracto crudo 730 2.848 142 100 0,05 1
Sobrenadante de
estreptomicina 710 1.425 151 106 0,11 2
Cromatografia , N
de afinidad I 150 2,24 96 68 42,87 859
Cromatografia‘ '
de afinidad II 2,3 0,57 45 32 78,50 1.570

El procedimiento de purificacién,

a partir de 100 g (peso fresco) de células, se describe

en el texto. La actividad NADH-nitrato reductasa se ensay6. seglin se indica en Materiales y
Métodos, después de su teactivacién con ferricianuro. Para ello, el enzima se incubd duran-
te 1 min a 0°C en presencia de 60 nmol de ferricianuro potidsico y 100 umol de tampdn Tris-
HC1 (pH 7,5), y a continuacidén se afiadieron el piridin nucledtido reducido y el nitrato pa-
ra completar el sistema de ensayo estédndar.
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electrones, haciendo uso de la primera actividad del complejo.
Por otra parte, usando violdgenos y flavinas reducidas con ditio
nito es capaz de reducir nitrato a nitrito, para lo cual sélo

i

requiere la mitad terminal.

III1.A.2. Criteric de pureza. Electroforesis analitica en gel

de poliacrilamida.

La preparacidén de nitrato reductasa purificada y con-
centrada con sulfato aménico, despuds de dializada, se sometid
a electroforesis analitica en geles de poliacrilamida, segin se

indica en Materiales y Métodos,

La Fig. 8A muestra una fotografia del gel tefiido para pro
teina, -asi como su densitograma, obtenido después de realizar
una electroforesis a pH 8,3 de la nitrato reductasa purificadé
en geleé de poliacrilamida al 5%. En ella se observa la presen-
cia de una sola banda de proteina, la cual se comprobd que co-
rrespondia a la nitrato reductasa al presentar reaccidn positi-
va para la tincidén MVH-nitrato reductasa, segin muestra la Fig.
8B. Por tanto, puede afirmarse que dentro de los valores de
error del método la proteina obtenida se encuentra en estado

homogéneo.
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Figura 8. Electroforesis analitica en geles de poliacrila-
mida de la nitrato reductasa purificada. Muestras de 20 ug de
proteina se sometieron a electroforesis en geles de poliacrila-
mida al 5% durante 2 h, en presencia de tampdn Tris-glicina (pH
8,3). (A), gel tefiido para proteina; y (B), gel tefiido para ac-
tividad MVH-nitrato reductasa. En la parte superior de cada gel
se presenta el correspondiente densitograma. Los detalles del
proceso electroforético se describen en Materiales y Métodos.

-
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ITI.B. ESTUDIOS CATALITICOS Y CINETICOS DE LA NITRATO REDUCTASA

DE A. braunit
III.B.1. pH Sptimo

La Fig. 9 pone d¢ manifiesto la dependencia de la acti
vidad nitrato reductasa de A;'braunii respecto al pH, en un in-
tervalo comprendido entre 3,5 y 10,5, y respecto ahlaAnaturaleza‘
del tampdén. La actividad total ensayada con NADH como donador de
electrones (NADH-nitrato reductasa) présenta un pH optimo de
trabajo igual a 7,5, siendo prdcticamente igual en presencia de

tampdén fosfato que de Tris.
IIT1.B.2. Temperatura JSptima

La actiwidad NADH-nitrato reductasa se enséyé a distin
tas températuras en el iﬁtervalo comprendido entre 10 y 60°C. Se
obéerva un marcado aumento de la actividad con la temperatura,
alcanzidndose un mdximo a 35°C a partir del cual la actividad
disminuye, 1lo que probablemente se debe a la desnaturélizacién

térmica de la proteina (Fig. 10, recuadro interno).

En la Fig. 10 'se muestra la representacidn de Arrhenius de
las velocidades mdximas en funcidn de la temperatura. Se obser
va que los puntos obtenidos obedecen, en el intervalo de 10 a

30°C, a una 'linea recta definida por la ecuacidn:
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Figura 9. pH dptimo de la actividad NADH-nitrato reduc—
tasa. La actividad NADH-nitrato reductasa se ensayd segilin el
procedimiento estdndar indicado en Materiales y Métodos, ex-
cepto que en cada caso se usaron los tampones indicados a una
concentracidén final de 100 mM.
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Figura 10. Temperatura Sptima para el ensayo de la acti-
vidad NADH-nitrato reductasa. La actividad NADH-nitrato re-
ductasa se ensayd a las temperaturas indicadas seglin se des-
cribe en Materiales y Métodos. En el recuadro interno se re-
presenta la actividad obtenida a cada temperatura, mientras
que en la figura externa se representa el logaritmo de la ve-
locidad de la reaccidn enzimdtica frente al inverso de la tem-

peratura en °K.
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108 o ™ TOBA 2,303 R T
donde Vﬁaxes la velocidad maxima de la reaccién a la temperatura
T, A es una constante, E; es la energia de activacidn de la reac
cién y R es la constante de los gases (1,987 cal/°K-mol). La peg
diente de esta recta es -E;/2,303R, pudiéndose por tanto calcu-
‘lar el valof de la Ea a partir de lé grafica de Arrhenius. Una

1

energia de activacidn igual a 7,83 Kcal-mol ! se calculd para la

reaccidén enzimidtica catalizada por la nitrato reductasa.
II1.B.3. Valores de K, para Los diferentes sustratos del enzima

Una serie de representaciones de Wolf de las veldcida-
des ihiciales de reaccidn a concentraciones variables de sustra
to se realizd para estudiar la afinidad de los sustratos por el
complejo enzimético nitrato reductasa. Los resultados obtenidos

se resumen en 1d Tabla II.

La K, para el nitrato a concentracién 'infinita' del piri-
din nucledtido reducido, NADH o NADPH, es 0,15 mM, la cual es
ligeramente superior a la encontrada por Ahmed y Spiller (1976)
para este enzima y por Hewitt‘(1975) para otras nitrato reducta-
sas. Es importante seflalar qﬁe cuando el metil violdégeno reduci-
do con ditionito se usa como donador de electrénes, el valor de

la Ky para el nitrato se hace mayor, alrededor de 0,50 mM.



TABLA II

VALORES DE Ky PARA LOS SUSTRATOS DEL COMPLEJO ENZIMATICO
NAD (R)H-NITRATO REDUCTASA

Actividad ensayada | Sustrato Km
(uM)

; NADH o 13
NADH-nitrato reductasa NOZ 150
. NADPH . 23
NADPH-nitrato reductasa NOZ 150
e ) MVH 2
MVH-nitrato reductasa NOg 500
BVH-nitrato reductasa BVH 2
FMNHy-nitrato reductasa ' - FMNH, 200
FADHZ—nitrato reductasa FADH, , 300
. NADH 13
NADH-citocromo ¢ reductasa citocTomo e 50

Las actividades enzimidticas se ensayaron segln se indica en
Materiales y Mé&todos, excepto que el sustrato cuya K se tra-
taba de medir se afiadia a distintas concentraciones no saturan
tes. Los datos de velocidad inicial (v,) obtenidos se represen
taron en funcién de la concentracidén de sustrato ( S) utilizada
en cada caso (representacidén de Wolf, S/v frente a 1/S) para
determinar el valor de la Ky.
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Los valores de Kn para los piridin nucleétidos reducidos
son: 13 uM para el NADH y 23 uM para el NADPH, simiiar a los
previamente publicados para este enzima (Ahmed y Spiller, 1976).
Esta mayor afinidad del enzima por el NADH respecto al NADPH
justifica el hecho de que siempre los valores de actividad ni-

trato reductasa sean mayores con NADH que con NADPH (Figs. 6y 7).

Por otra parte, MVH, BVH, FMNH, y FADH; también éon capaces
de donar electrones para la reduccién cétalitica de nitrato a
nitrito (actividad terminal). Los Violégenos reducidos son dona
dores mucho mids efectivos, Ky alrededor de 2 uM, que los compues
tos flavinicos, con valores de Ky cési 100 veces superior (Ta-

bla I1i).

111.B.4. Inhibidores de las distintas actividades del‘enzimd

E1 pHMB, reacti&o tipico de grupos sulfhidrilos, a una
concentracidn de 10 UM inhibe de forma précticamente. total la
actividad NAD(P)H-citocrome c¢.reductasa, y consecuentemente la
actividad NAD(P)H-nitrato reductasa, sin afectar de forma signi-
ficativa la mitad terminal del complejo ( Tabla III). Por el con
trario, el cianuro y la azidé; compuestos quelantes de metales,
inhiben la actividad MVH-nitrato reductasé, mientras que la ac-
tividad NAD(P)H-citocromo ¢ reductasa permanece alta 1incluso

cuando la cocentracidén del inhibidor es 0,5 mM (Tabla III). Es-



TABLA III

EFECTO DE VARIOS INHIBIDORES SOBRE LAS ACTIVIDADES DEL COMPLEJO
NAD (P)H-NITRATO REDUCTASA '

Inhibidor Conéentracién Actividad (%)
(uM) NADH-NOzRasa NADH-citcRasa MVH-NOzRasa

Ninguno ‘ - 100 100 100
pHMB 1 42 7 98
pHMB 10 5 3 85
KCN 50 18 97 13
KCN 500 6 98 . 2
NaNz 50 42 104 19
NaN 500 - 10 ' 105 3

Las actividades enzimdticas se determinaron segin se describe
en Materiales y Métodos, incluyendo en la mezcla de reacciln

el inhibidor correspondiente a la concentracién indicada. Si-
milares resultados se obtuvieron cuando la actividad enzimdti
ca se ensayd con NADPH como donador de electrones en-vez de con
NADH.



- tos resultados estdn bidsicamente de acuerdo con los obtenidos

en otras nitrato -'reductasas (Losada 1976a; Hewitt, 1975).

II1.B.5. Proteccidn especifica por NADH frente a la inhibi-

cidn por pPHMB

Los resultados de la Tabla IV muestran que el NADH
protege especificamente a la nitrato reductasa de A. brauni<
frente a la inhibicidén por pHMB, Por el contrario, el FAD,
efectivo protector del enzima de espinaca (Relimpio et al,
1971) frente al pHMB, no protege al enzima de A. braunii (Ta-
bla IV) ni al de Chlorella fusca (Vega et al, 1972). El nitra
to y‘el piridin nucledtido oxidado tampoco son capaces de |

proteger al enzima,

Estos resultados sugieren que las actividades dependien-
tes de biridin nucledtido de la nitrato reductasa requleren
~grupos sulfhidrilos libres, y que el NADH interactfia directa-

mente con los grupos -SH.

II1.B.6. Mecanismo cinético en el estado estacionario (steady

state) de la actividad NADH-nitrato reductasa



TABLA 1V

EFECTO PROTECTOR ESPECIFICO DEL NADH FRENTE A LA INHIBICION .
POR pHMB DE LA ACTIVIDAD NADH-NITRATO REDUCTASA

Sistema de preincubacidn Actividad relativa
(%)

Enzima 100

Enz + pHMB -8

Enz + pHMB + NADH | 67

Enz + pHMB + NAD* , 6

Enz + pHMB + FAD 11

Enz + pHMB + NO3 6

La nitrato
un volumen

reductasa (0,096 mg de proteina) se preincubd en
final de 1 ml con 0,1 mmol de tampdn Tris-HC1

(pH 7,5) y, donde se indica, 12 nmol de pHMB, 30 nmol de NADH,
NAD* o FAD y 1 umol de nitrato. Después de 7 min a temperatu-
ra ambiente, la actividad NADH-nitrato reductasa se midid afia
diendo 10 pl de cada mezcla de incubacidén a los reactivos del
ensayo estdndar,.
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III.B.6.1. Determinacién de las velocidades iniciales & diferen-

~ tes concéntracig_rles de los sustratos.

Bl estudio del mecanismo cinético de la nitratokreddg
tasa de A. braunii sellevé a cabo midiendo las velocidades ini-
ciales de oxidacién por nitrato de NADH, a concentraciones va-
riables de ambos sustratos. La representacidén de dobles recipro
cos (Lineweaver-Burk) de los resultados obtenidos se muestra en
.1a Fig. 11 con NADH variable y a concentraciones fijas de nitra-
to, y en la Fig. 12 con nitrato variable a concentraciones fijas
de NADH, obteniéndose en ambos casos una serie de 1ineas“péralew

las.

De acuerdo con Cleland (1963a), dicha distribucidén de 11i-
mneas paralelas corresponde a un mecanismo catalitico de tipo
Ping-Pong, el cual viene definido por la siguiente ecuacidn:

Vipax® {NADH} - {NO3}

Vo = (1)
KmNADH® {NO3} + KmNO%.{NADH} + {NADH}-{NO3}

donde VO es lavvelocidad inicial de la reaccidn enzimdtica, Vmax
es la velocidad mdxima a concentracidn 'infinita' de ambos sus-
tratos, KmyNADH Y KmNOE representan las constantes de Miéhaelis

para el NADH y el nitrato, respectivamente, y {NADH}y {NO3} re-

presentan las concentraciones de cada uno de los sustratos.

+
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Figura 11. Representacidn de dobles reciprocos de la ve-
locidad inicial de la reaccidn catalizada por la nitrato re-
ductasa frente a la concentracidn de NADH a concentraciones fi-
jas de nitrato. La mezcla de reaccidn contenia en un volumen
final de 1 ml: 100 umol de Tris-HC1l (pH 7,5), 10 ug de nitra-
to reductasa purificada y NADH y nitrato a las concentracio-
nes indicadas. Los cambios de absorbancia a 340 nm se siguie-
ron a 30°C en cubetas de 1 cm de paso de luz. Las velocidades
iniciales (vgy) se expresan como pmol de NADH oxidado por mg
de proteina y por min. El punto de interseccidn de cada recta
con el eje de ordenadas representa el valor de 1/Vypax apar
para esa concentracién de nitrato y a concentracidn 'ingﬁnita'
de NADH. '
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Figura 127 Representacidén de dobles reciprocos de la ve-
loeidad inicial de reaccidn de la actividad NADH-nitrato re-
ductasa frente a la concentracidn de nitrato a concentracto-
nes fijas de NADH. Las condiciones experimentales se encuen-
tran detalladas en la Fig. anterior. El punto de interseccidn
de cada recta con el eje de ordenadas representa el valor de
1/Vmax apar Pbara esa concentracidén de NADH y a concentrac1on

'infinita' de nitrato.
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Tomando los valores reciprocos en ambos miembros de la

ecuacidén (1), podemos deducir la siguiente expresidn:

1 KpnapH 1 . KmNoz *+ {NO3} 2)

VO V\[ma_x {NADI‘I} Vmax' {NO%}

Esta ecuacidn da cuenta de los datos cinéticos mostrados en la
Fig. 11, donde la representacidén de 1/v, frente a 1/{NADH} supo

ne una linea recta cuya interseccidn con el eje de ordenadas se

=V $s610 limitada por la concen-

ria 1/V e
Vhax apar Vhax apar max

tracidn de nitrato, ya que la concentracidén de NADH es 'infini-
1 . - 2 . : =
ta'), y la interseccidn con el eje de abscisas seria l/KmNADH apar

(K = K

mNADH apar mNADH
trato).'La pendiente de dicha recta seria KmNADH/V

s6lo limitada por la concentracidén de ni-

max’

Si en la ecuacidén (2) hacemos 1/{NADH}=0, tenemos que:

1 K ; 1
"~ _ _mNOz 1 R (3)

v v {NO3} v

max apar max max

ecuacidn que explica los resultados de la Fig. 13, donde se re-
presentan los valores obtenidos en la Fig. 11 para 1/VmaX apar
frente a 1/{NOz}. Dicha representacidén, correspondiente a una

linea recta cuya pendiente es igual a KmNOg/V permite cal-

max?’

cular una Km para el nitrato igual a 0,17 mM (Fig. 13).

Por el contrario, tomando nuevamente los valores reciprocos
de ambos miembros en la ecuacidén (1), se puede obtener esta otra

expresiodon:



KmNO3 = 0,17 mM -

1/ Vmax apar.
o
o

1/[N03]  (mM7T)

Figura 13. Representacién de dobles reciprocos de la ve-
locidad mdxima aparente de reaccidén frente a distintas con-
centraciones de mitrato. Esta representacidn procede de la
Fig. 11, donde el valor de las intersecciones de las rectas
con el eje de ordenadas corresponde a 1/Vyax apars Y S€ usd
para calcular el valor de la K, para el nitrato. Las condi-
ciones experimentales se detallan en la Fig.11.



(Vo
[#N]

.
_i~.= £mno3 . ! + Konapy + (NADHY @)
Vo Vinax {NOz} Vo ay+ {NADH]

la cual es semejante a la ecuacidén ( 2), y da cuenta de los da-
tos cinéticos de la Fig. 12. La representacidn gridfica obtenida
corresponde a una linea recta cuya interseccidn con el eje de

=V s6lo limita

ordenadas es igual :
© g a l/vmax apar (Vmax apar max

da por la concentracién de NADH), su interseccidn con el eje

de abscisas es l/KmNog apar (KmNOg apar KmNOj s6lo limitada
por la concentracidén de NADH) y su pendiente es igual a KWNOE/
\ .

max

Si en la ecuacién( 4) hacemos 1/{N0O3}=0, tenemos que:

K 1 1
_ mNADH = - + (5)
Vmax apar Vmax » {NADH} Vmax '

ecuacidén que explica los resultados de la Fig. 14, donde se re-
prgsentan los valores obtenidos en la Fig. 12 para l/vmax apar
frente a 1/{NADH}. Dicha representacién, correspondiente a una

linea recta cuya pendiente es KmNADH/V permite calcular una

max’
Km para el NADH igual a 12,8 uyM( Fig. 14)

Por otra parte, a partir de las pendientes de las rectas
que definen las ecuaciones (3) y ( 5), y conociendo los valores
de KmNOj y KmNADH’ se puede calcular una VmaX igual a 4 umol de

NADH oxidado por min y por mg de proteina. Por tanto, una vez
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Figura 14. Representacidn de dobles reciprocos de la ve-
locidad mdxima aparente de reaccidn frente a diferentes con-—
centraciones de NADH. FEsta representacién procede la Fig. 12,
donde el valor de las intersecciones de las rectas con el eje
de ordenadas corresponde a 1/Vyax apar, Y se us0 para calcular
el valor de la Kp para el NADH. Las condiciones experimentales
se detallan en la Fig. 11.



determinados los valores de K esta Gltima

‘ mN03> “maDH ¥ Vmax?
dependiente de la cantidad de enzima utilizada en cada'caso; es
posible calcular, de acuerdo con la ecuacidén (1), la velocidad
inicial (vg) de la reaccidn enzimdtica catalizada por la nitré—
to reductasa de 4. braunii, cuya cinética pertenece al tipo
Ping-Pong. |

IIT.B.6.2. Inhibicibn por nitrito de la actividad catalitica.

Determinacidén de la Ki frente al NADH.

Los productés de una reaccidn enzimdtica son sustra
tos de la reaccidn inversa y, por tanto, el efecto de dquéllos
sueletser el de inhibir la reacclbébn en el primer sentido indi-
cado. Asi pues, un estudio completo del tipo de inhibicién que
ejerce cada uno de los prodﬁctos frente a cada sustrato permite
hacer una evaluacidn mucho mds exacta del mecanismo cinético de
la reaccidén estudiada (Cleland,1963b; 1967). En el caso concreto
de la nitrato reductasa, y una vez clasificada su cinética como
perteneciente al tipo Ping-Pong, es esencial estﬁdiar la inhi-
bicidén del nitrito respecto al NADH para determinar la existen-
cia de algln tipo de isomerizacidn en la forma final del enzima
antes de comenzar un nuevo ciclo éatalitico. Midiendo las velo-
cidades iniciales de la reaccidén a concentraciones variables de
un sustrato, manteniendo constante la concentracibén del otro
sustrato, y en preséncia de diferentes concentraciones de nitri-

to, se ha demostrado que el nitrito inhibe la reaccidén cataliza
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Figura 15. Inkibicidn por nitrito de la actividad NADH-
nitrato reductasa utilizando NADH como sustrato variable. Lla
actividad NADH-nitrato reductasa se ensayd seglin se describe
en Materiales y Métodos, con nitrato como sustrato saturante
y NADH a las concentraciones indicadas. La mezcla de ensayo
contenia ademds nitrito sédico a la concentracidén que se in-
dica.



97

da por la nitrato reductasa (Fig. 15). Esta inhibicién es de
tipo no competitivo respecto al NADH, pudiéndose calcular una

K. = 6,4 mM.
1

I11.C. DETERMINACION DEL PESO MOLECULAR DEL COMPLEJO ENZIMATI-

CO NITRATO REDUCTASA Y DE SU(S) SUBUNIDAD(ES) .

I11.C.1. Determinacidén del peso molecular de la nitrato reduc-—

tasa.
El peso molecular de la nitrato reductasa de A. braunii
en su estado nativo se determind empleando tres métodos diferen

tes.

II1.C.1.1. Filtracidén en gel y centrifugacidn en gradiente de

sacartrosd4a.

El radio de Stokes de la nitrato reductasa se deter-
~mind por filtrécién a través de una4columna de Bio-Gel A-1.5m,
segln se describe en Materiales y Métodos. Los resulfados obte-
nidos se representan en la Fig. 16, pudiéndose calcular un radio

de Stokes para la nitrato reductasa de 9,8 nm.

El coeficiente de sedimentacidén del enzima se determind
por centrifugacién en un gradiente de densidad de sacarosa (5-

20%) como sé indica en el apdo. II.D.2. Los resultados obtenidos
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Figura 16. Determinacidn del radio de Stokes de la nitra
to reductasa. Las proteinas de radio de Stokes conocido usa-
das como patrones fueron: A, ovalbGmina, 2,75 nm; B, seroal-
btimina, 3,5 nm; C, alcohol deshidrogenasa, 4,6 nm; D, catala-
sa, 5,2 nm; E, ferritina, 7,8 nm; y F, fibrindégeno, 10,7 nm.
NR = nitrato reductasa. En el recuadro internoc se presenta
la distribucién de la actividad nitrato reductasa con NADH
( ) o NADPH (- - --) como donador de electrones, después
de la filtracidn en una columna (2,5 x 46 cm) de Bio-Gel A
1.5 m (100-200 mesh). Las flechas indican el volumen de elu-
cibén de las proteinas usadas como patrones. Otros detalles
del procedimiento se describen en Materiales y Métodos.
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Figura 17. Determinacidn del coeficiente de sedimenta-
eidén de la nitrato reductasa. Las proteinas de coeficiente de
sedimentacidén ( ©O) .conocido usadas como patrones fueron: A,
catalasa, 11,3 S; B, alcohol deshidrogenasa, 7,4 S; y C, se-
roalbdmina, 4,3 S. Los circulos negros representan la distri-
bucidn de la actividad nitrato reductasa con NADH ( ) o
NADPH (----) como donador de electrones, después de la cen-
trifugacidén en gradiente de sacarosa., Los detalles del pro-
cedimiento se describen en Materiales y Métodos.
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después de la centrifugacidn, representados en la Fig. 17, per
miten calcular un coeficiente de sedimentacién para el complejo
enzimético.de 10,9 S. Por otra parte, un pico menor de activi-

dad NAD(P)H-nitrato reductasa se observa a 3,9 S, el cua1 pro—i

bablemente corresponde a la(s) subunidad(es) del enzima.

Teniendo en cuenta los valores calculados para el radio
de Stokes, re, (9,8 nm) y el coeficiente de sedimehtacién,
SZO,w"(1O’9~S) de la nitrato réductasa, asi como su volumen
especifico aparente,v, (0,730 ml-g-!, apdo. III.D.1.), el peso

molecular del enzima puede determinarse a partir de la ecuacidn

(Siegel y Monty, 1965):

PM = 6ﬂr$nNSZO’w/(I-Go)

donde PM representa el peso molecular, n es la viscosidad del
medio (asumida como 0,01002 grs”'-cm™!) y p, la densidad
(0,99823 g-ml~'). El peso molecular calculado por este procedi-

miento fue 449.000.

III.C.1.2. Blectroforesis en geles de diferente concentracidn

de acrilamida.

El peso molecular de la nitrato reductasa también se
determind por el método descrito por Hedrick y Smith (1968), me
diante electroforésis en geles de poliacrilamida con diferente

concentracidn de acrilamida. El alto poder de resolucidén de la
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Figura 18. Determinacidn del peso molecular de la nitra-
to reductasa por electroforesis en geles de diferente concen-—
tracidn de acrilamida. Las proteinas de peso molecular cono-
do usadas como patrones fueron: A, seroalbdmina, 65.000; B,
catalasa, 240.000; y C, ureasa, 483.000. NR = nitrato reduc-
tasa. En el eje de ordenadas se representan las pendientes
de las rectas del recuadro interno. Los detalles del procedi-
miento se describen en Materiales y Métodos.
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electroforesis en gel hace de ella una técnica muy eficaz para
la separacidn y caracterizacidén de las proﬁeinas en base funda-
mentalmente a su tamafio y carga eléctrica (Sober et al, 1965).
La representacién dei logaritmo de la movilidad electroforética
de las proteinas frente a la concentracién de acrilamida del
gel da lugar a una serie de lineas no paralelas, cuyas pendien-
tes estdn directamente relacionadas con el peso molecular (He-
'drick y Smith, 1968), eliminidndose de esta forma el efecto de
la carga de las proteinas y pudiéndosé estudiar por electrofo-

~resis en funcidén Gnicamente de su tamafio.

Muestras de 20-50 pl con la nitrato reductasa y/o las pro-
teinas estindars, se sometieron a electrofcresis en geles de po

6,25 y 7,50 % ( p/v) de acrilamida.

M

liacrilamida con 3,75; 5,00;
Los resultados obtenidos se muestran en la Fig. 18, y permi-
ten calcular un peso molecular para la nitrato reductasa de

473.000.

ITII.C.1.3. Electroforesis en gradiente de concentracidn de

acrilamida.

La electroforesis en placas de poliacrilamida con un
gradiente de acrilamida desde el 4 hasta el 30% (p/v), lo que
equivale a un gradiente en el tamafio de . poro del gel, se uso
como un tercer método para determinar el peso molecular de la

nitrato reductasa. Las proteinas se mueven en el.gradiente has-



Figura 19. Determinacidn del peso molecular de la nitrato
reductasa por electroforesis en un gradiente de concentracidn
de acrilamida. E1 proceso electroforético se desarrolld en una-
placa de poliacrilamida, cuya concentracidén variaba linealmente
desde el 4 hasta el 30%. Las proteinas usadas como patrones fuge
ron: A, tiroglobulina, 669.000; B, ferritina, 440.000; C, cata-
lasa, 232.000; D, lactato deshidrogenasa, 140.000; y E, seroal-
bimina, 67.000. En_las calles n°® 1, 3, 5y 7 se aplicaron 5 ug
de cada una de las proteinas estdndars, mientras que en las ca
lles n® 2, 4 y 6 se aplicaron 5, 10 y 15 ug de nitrato reducta
sa, respectivamente. La flecha mayor (—w) localiza la posi-
cidn del complejo nitrato reductasa, mientras que las otras
flechas (—~—=) localizan las otras bandas de menor peso molecu-
lar,
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ta llegar a un punto en que el tamafio del poro se hace limitan

te'y le impide seguir avanzando (Margolis y Wrigley, 1975).

Las muestras conteniendo la nitrato reductasa o las protei
nas estiandars se aplicaron en distintas calles de la placa de
poliacrilamida, y se llevd a cabo la electfoforesis seglin se
describe en Materiales y Métodos. Los resultadoé,obtenidos se
observan en la fotografia mostrada en la Fig. 19, donde la banda
mayor de nitrato reductasa —probablemente el complejo enzimiti-
co— corresponde a un peso molecular de 480.000, mientras que
las bandas menores corresponden a proteinas cuyos pesos molecu-
lares son submGltiplos de 480.000, Z.e. 245.000, 123.600, etc.
Es dificil saber si estas bandas ﬁenores son impurczas o arte-
factos electroforéticos, pero probablemente puedan deberse a di-

ferentes estados de agregacidén de las subunidades del enzima.

II1.C.2. Determinacidn del peso molecular de la(s) subunidad(es)

de la nitrato reductasa. Electroforestis eﬁ 5DS.

Preparaciones homogéneas de nitrato reductasa de 4.
braunii se sometieron a electroforesis en geles de poliacrila-
mida en presencia de SDS, como se describe en el apdo. I1.D.4.4.
La presencia de una sola banda de proteina en los geles confir-
man la homogeneidad de la preparacidn cenzimidtica, a la vez que
pone de manifiestq la contribucidn a la estructura del enzima

de una Gnica cadena polipeptidica, o bien de varias del mismo
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tamafio y, por consiguiente, de la misma movilidad electroforé-
tica. Bl gel tefiido para proteina, asi como su densitograma, se

muestra en la Fig. 20 °

A fin de calcular el peso mdlecular de la(s) subunida(es)
de la nitrato reductasa, se sometieron simultdneamente a elec-
troforesis en las mismas condiciones el enzima y varias protei-
hés marcadoras con cadenas polipeptidicas de peso molecular co-
nocido. En el recuadro interno de la Fig. 20 se muestra el resul
tado obtenido al representar la movilidad electrofcorética de
las distintas proteinas relativa al a—quimotripéinégeno. Un pe-
’so molecular de 58.060 se caiculé para la(s) subunidad(es) de la

nitrato reductasa de 4. braunit.

En vista de que estos datos eran bagtante diferentes a 105
hasta ahora descritos para otras nitrato reductasas, segﬁh se
pone de manifiesto posteriormente en la Discusidn, se reexamind
el peso molecular de la(s) subunidad(es) del enzima de A. brau-
nii, calentando 1asAmuestras a 100°C durante 10 min y usénso co
mo referencia un conjunto de proteinas estidndars de PHARMACIA
(Suecia) conteniendo: fosforilasa b, seroalbGmina; ovalblmina;
anhidrasa carbbénica; inhibidor de la tripsina de soja y a-lac-
talbGmina. Los resultados obtenidos (no mostrados) permiten
calcular un peso molecular de 59.500 para la(s) subunidad(es)

de la nitrato reductasa de 4. braunii.
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4 Figura 20. Determinacidn del peso molecular de la(s) sub-
unidad(es) de la nitrato reductasa por electroforesis en pre-
sencia de dodecil-sulfato sédico. Las cadenas polipeptidicas
de peso molecular conodcide usadas como patrones fueron: A,
fosforilasa a, 94.000; B, seroalbtimina, 67.000; C, ovalblmina,
43.000; y D, a-quimotripsindgeno, 25.700. NR = nitrato reduc-
tasa. Muestras de 20 ug de nitrato reductasa y 5-10 pg de ca-
da proteina estiandar se sometieron a electroforesis en presen-
cia de SDS, segln se describe en Materiales y Métodos. En la
Fig. se presenta el gel correspondiente a la nitrato reducta-
sa, asi como su densitograma. En el recuadro interno, la mo-
vilidad de cada cadena polipeptidica se refiere a la del a-
quimotripsinégeno.
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I1I1.C.3. Estimacidn del nimero de subunidades que componen el

complejo enzimdiico NAD(P)E-nitrato reductasa.

Teniendo en cuenta los valores obtenidos para el peso
molecular del complejo enzimdtico nitrato reductasa de 4. brau-
nit segln los tres métodos empleadoé, el valor medio de 467.400
(Tabla V) se considera como el peso molecular del enzima en su
estado nativo y en base.al cual se han hecho todos loé cédlculos

moleculares presentados en este trabajo.

Por otra parte, el peso molecular de la(s) subunidad(es)
del enzima se considera como 53.750 (Tabla V), valor medio ob-

tenido de las dos determinaciones realizadas por electroforesis

en S$DS.

Estos datos, 467.400 para el complejo enzimdtico 7y 58.750
para su(s) subunidad(es), indican claramente que la nitrato re-
ductasa de A. braunii estd compuesta por ocho subunidades de

igual tamafio.

IIT.D. ANALISIS DE LA COMPOSICION DE LA NITRATO REDUCTASA DE

A. braunit.



TABLA V

PESO MOLECULAR DEL COMPLEJO ENZIMATICO NITRATO REDUCTASA DE
A. braunii Y DE SU(S) SUBUNIDAD (ES).

Método de determinacidn Peso molecular

Complejo enzimdtico Subunidad(es)

1. Filtracidén en gel y cen
trifugacidn en gradien-
te de densidad 449,000 -

2. Electroforesis en geles
de diferente concentra-

c16n de acrilamida 473.000 -

3. Electroforesis en gra-
diente de acrilamida 480.000 -

4, Electroforesis en SDS% - 59.500
Electroforesis en SDSP - 58.000
Media | | 467,400 58.750

a) Las proteinas patrones fueron: fosforilasa b, 94.000; sero
albGmina, 67.000; ovalbtimina, 43.000; anhidrasa carbbnica,
30.000; inhibidor de la tripsina de soja, 20.100; y a-lactal-
btmina, 14.400.

b) Las protéinas usadas como patrones se citan en la Fig. 20
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III.D.l} Andlisis de aminodeidos

Los resultados del andlisis de aminodcidos de la nitra
to reductasa de 4. biaunii se presentan en la Tabla VI, donde
se puede observar el alto exceso de aminodcidos dcidos respecto
a los bdsicos, asi como la ausencia de triptofano. En compara-
cién'cdn la nitrato reductasa de Chlorella vulgaris (Giri y Ra-
médoss, 1979), es importante destacar: 1) el contenido en amino-
dcidos aromidticos es 7,70% (mol/mol) en A. braunii y 5,24% en
C. vulgaris; 2) el.contenido en metionina es 0,25% en 4. braunit
y 1,93% en C. vulgaris; y‘3) el exceso de rTesiduos &dcidos res-
pecto a los bédsicos és 8,18% en C.‘vulgaris y 5,22% en A. brau-

nit.

El volumen especifico aparente de la nitrato reductasa se
calculd a partir de su composicién de aminoidcidos (Schachman,
1957), seglin se describe en la Tabla VII. Un valor de 0,730 ml-

-1

g se estim6é para el enzima de A. braunii, el cual se empled

para determinar su peso molecular (apdo. III.C.1.).
I11.D.2. Espectros de absorcidn del enzima ozidado y reducido

La nitrato reductasa exhibe el espectro de absorcidn
mostrado en la Fig. 21 (Curvas 4 y B) con mdximos de absorban-
cia a 278 y 414 (Soret) nm, y hombros a 455, 484, 532, 562 y

669 nm. Usando concentraciones superiores de enzima, los Glti--



TABLA VI

COMPOSICION DE AMINOACIDOS DE LA NITRATO REDUCTASA DE 4. brauniti

Aminodcido ' Residuos por Concentracidn
subunidad molar (%)
Lisina 28 5,18
Histina “ 14 2,55
Arginina 32 5,92
Acido aspirtico 54 v . 9,86
Treonina? 33 | 6,13
Serina% 34 6,31
Acido glutiamico 49 9,01
Prolina 34 ‘ 6,24
Glicina o 48-49 8,94
Alanina 54 © 9,96
Cistina (1/2)? : 11 2,06
Valina 490 7,30
Metionina - 1-2 0,25
Isoleucina ' 26 , 4,72
Leucina 43 7,87
Tirosina 20 3,62
Fenilalanina 22 | 4,08
Triptdéfano€ | <1 —

a) Estimado por extrapolacidn a tiempo cero de hidrdlisis

b) Medido como 4cido cistéico después de la oxidacidn con 4cido
perfdérmico. :

e¢) Determinado por -el método de Matsubara y Sasaki (1969).

Los detalles del procedimiento se encuentran en Materiales y
Métodos. Excepto donde se indica, cada valor es la media de
los resultados obtenidos despuds de 24 y 72 h de hidrd6lisis.



TABLA VII

DETERMINACION DEL VOLUMEN ESPECIFICO APARENTE DE LA NITRATO

REDUCTASA DE 4. braunii

Aminoiacido Residuos por Wi Vib Wy
‘ molécula (%) (ml-g™1) (%)
Lisina | - 223,76 6,138 0,82 5,03
Histidina 110,35 3,238 0,67 2,17
Arginina 255,95 8,543 0,70 5,98
Acido aspirtico 426,07 10,492 0,59 6,19
Treonina 265,14 5,736 0,70 4,02
Serina 272,81 5,083 0,63 3,20
Acido glutéamico 389,29 10,755 0,66 7,10
Prolina 269,74 5,606 0,76 4,26
Glicina 386,22 4,716 0,64 3,02
Alanina 430,67 6,550 0,74 4,85
Cistina (1/2) 88,89 1,962 0,63 1,24
Valina _ 315,72 6,697 0,86 5,76
Metionina 10,73 0,301 0,75 0,23
Isoleucina 203,84 4,936 0,90 4,44
Leucina 340,24 8,238 0,90 7,41
Tirosina 156,33 5,458 0,71 3,88
Fenilalanina 176,25 5,550 0,77 4,27
Total 4322,00 =W;=100,000 SW;-Vi=73,04

P

V. ¢ = 3W;.Vi/3W; = 0,7304 ml-g~*}

a) Wi representa el porcentaje (p/p) de cada aminodcido en la

molécula de nitrato reductasa.

b) Vi representa el volumen especifico de cada aminodcido.

¢) Vp representa el volumen especifico aparente de la nitrato

reductasa.
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mos hbmbros aparecen como nuevos picos a 532 (B), 562 (a)
y 669 nm (Fig. 21, -Curva ¢). La relacidn de absorbancias

Aysg/hyqq £ué de 2,56,

La reduccidn del enzima con ditionito sdédico o con piri
din nucledtidos reducidos, da lugar é un desplazamiento,
acompafiado por un aumento de la extincidn, de las bandas So-
ret a 424 nm, B a 528 nmy & a 557 nm (Fig. 22). Unicamente
una ligera disminucién de la absorbancia se observa a 669

nm al reducir el enzima (Fig. 22).

Los coeficientes de extincién milimolar de los diferen
- tes mdximos de absorbancia de la nitrato reductasa de 4.
braunii en sus estados oxidado y reducido, se presentan en

la Tabla VIII.

El espectro del derivado hemocrombgeno de la nitrato
reductasa de A. braunit en piridina/KOH es idéntico al de la
ferroprotoporfirina IX (Fig. 23), con midximos de absorbancia
a 419, 523 y 555 nm. En base a estos resultados, el citocro-
mo asociado a la nitrato reductasa de A. braurnii se clasifi-

c6 como de tipo b.



151

iy
O
T

ABSORBANCIA
o
(@]
i

278

414

H !

300

LN
400 500 600 700
LONGITUD DE ONDA  (nm)

Figura 21. Espectro de absorcidn de la nitrato reducta-

sa de A. braunii. Espectro del enzima nativo (Curva 4, 1,3 uM
B, 3,2 yM; y ¢,

pH 7,0.

9,7 uM) en tampdn de fosfato potédsico 50 mM,

’
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Figura 22. Espectros de absorcidn de la nitrato reducta-
sa en presencia o ausencia de ditionito. La linea discontinua
muestra el espectro de absorcidén del enzima nativo (0,39 uM)
en tampén fosfato 50 mM (pH 7,0). Después de la adicidn de
unos cristalitos de ditionito sddico, se registrd el espectro
de absorcidén (linea continua) tan pronto como fue posible.



TABLA VIII

COEFICIENTES DE EXTINCION DE LA NITRATO REDUCTASA

Longitud de onda Estado redox €
(nm) ‘ del enzima o (mMTlremT?)
278 oxidado 1.175
414 oxidado 460
- 424 reducido - 620
528 reducido . ‘84
532 ~oxidado : 65
557 reducido ’ 118

557-540 reducido 64
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Figura 23, Espectro de absorcidén del grupo heminico de la
nitrato reductasa en piridina/KOH. A 0,5 ml de una solucién con
teniendo 0,08 mg de enzima, se le afiadié 0,2 ml de piridina,
0,3 ml de KOH 0,2 N y unos cristalitos de ditionito sédico. El
espectro de absorcidn del derivado hemocromégeno asi obtenido
se registrd frente a un blanco sin enzima. La linea discontinua
representa el espectro de absorcién de una solucién 0,9 uM de
cloruro de hemina preparada en idénticas condiciones.
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La adicién de nitrato (aceptor fisioldgico de electrones
dei enzima) a la nitrato reductasa reducida por NAD(P)H (sus do-
nadores fiéiolégicos de clectrones) restaura rdpidamente las pro
piedades espectrales del enzima oxidado, poniendo de manifiesto
la funcionalidad del grupo hemo en la catdlisis del enzima. Por
el contrario, el nitrato no puede reoxidar la nitrato reductasa
cuando ésta es reducida con ditionito, el cual por si solo es
incapaz de actuar como eficiente donador de electrones durante

la catdlisis enzimdtica (resultados no mostrados).

Por otra parte, las flavinas reducidas quimicamente con
ditionito pueden actuar como donadqres de electrones para la re-
duccién catalitica de nitrato a nitrito (Losada y Guerrero,
1979), segiin se puede comprobar en el apdo. III.B.3. para el ca-
so concreto de la nitrato reductasa de A. braunii. Ademds, las
flavinas éxcitadas por la luz pueden ser reducidas por EDTA y
actuar como poderosos donadores de electrones de la nitrato re-
ductasa de Azotobacter chroococcum (Llobell et al, 1980), Ana-
cystis‘nidulans (Candau et aZ,k1980), otras microorganismos y
plantas superioreé (Zumft et al, 1980). En A. braunii el FMN
fotorreducido con EDTA es un eficiente donador de electrones
para.la ritrato reductasa (reéultados no mostrados) y capaz de
reducir el citocromo beco del enzima, el cual es posteriormente.

reoxidado por nitrato (Fig. 24).
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Figura 24. Reoxidacidén por nitrato del citocromo bgg, de
la nitrato reductasa previamente Joborppducmda por flavina y
EDTA. Una cubeta de espectrofotbémetro contenia en un volumen
final de 1 ml: 0,09 mg de nitrato reductasa, FMN 40 uM y EDTA
10 mM en tampdn fosfato potdsico 0 ,1 M (pH 7 ,0). La cubeta se
ilumind con luz blanca de 100 W/m? hasta conseguir la decolo-
racidén total de la flavina, y se registrd el espectro de ab-
sorcidén A. A continuacién se hicieron dos adiciones sucesivas
de nitrato potdsico s6lido, y se observd la disminucidn de la
absorbancia a 557 nm, registrandose el espectro de absorcidn
(By ¢) de la preparacién enzimidtica al estabilizarse su
Agg7 después de ' cada adicidn. Finalmente, se afadieron unos
cristalitos de ferricianuro potdqnco y se registrd el espec-
tro D. En todo momento se us6é un blanco sin enzima tratado en
idénticas condiciones.
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En conclusidn, el grupo cromdforo hemo de la nitrato
reductasa de 4. braqnii es-reducible por NAD(P)H o FMNH2 y
reoxidable por nitrato, datos que apoyan un papel aétivo del
citocromo en el transporte de eiectrones desde el NAD(P)H

hasta el nitrato.

111.D.3. Espectros de absorcidn de la nitrato reductasa nati

- wa y del deflavoenzima

Hemos visto que los espectros de absorcién de la ni-
trato reductasa de A. braunii que se presentan en.las Figs.
21 y 22 ponen claramente de manifiesto la presencia de cito-
cromo en las preparaciones enzimdticas utilizadas. No obstan
te, es dificil deducir de ellas la presencia de flavina, a
pesar de que los hombros a 455 y 484 nm podrian indicarlo,

" pero hay que tener en cuenta que los citocromos también ab-
sorben a estas longitudes de onda (Kajihara y Hagihara, 1968;

Flatmark vaobinson, 1968).

Por otra parte, considerando que la flavina no se encuen
tra unida covalentemente al enzima y, por consiguiente, se
disociaria fdcilmente, resulta aventurado deducir la existen-
cia de flavina en la nitrato‘reductasa de A. braunii solamen

te a partir de sus propiedades espectrales observadas en las

Figs. 21 y 22.
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Por tanto, para poner de manifiesto la presencia de flavi-
na en la nitrato reducfasa de A. braunii, la preparacidén enzimid
tica se dializé en primer lugar durante 24 h frente a 5 1 de -
tampdn fosfato potdsico 0,1 M (pH7,0) comnteniendo FAD 20 uM,
con objeto de provocar la entrada de FAD en el enzima y saturar
todos los sitios de unidén del FAD. Posteriormente, la prepara-
cidén se filtrd a través de una columna (1 x 13 cm) de Sephadex
G-25 equilibrada con el mismo tampdn sin FAD, para retirar la
flavina. libre pero no la flavina asociada al enzima. La ausen-
cia de fluorescencia inmediatamente después de la filtracidn en
Sephadex G-25 indicé la remocidén de toda la flavina libre (apdo.
111.D.4.). El1 espectro de absorcidén de la solucidén enzimitica
asi obtenida se pregenta en la Fig. 25. A continuacidén, la pre-
paracién se volvié a dializar durante 24 h frente a 5 1 del mis
mo tampdn sin FAD, y se registr6 de nuevo el espectro de absor—
cidn (Fig; 25). El espectro diferencial obtenido al restar al
primer espectro el segundo se muestra en la parte superior de
la Fig. 25, pudiéndose comprobar que corresponde claramente al
espectro de un compuesto flavinico con méximos de absorbancia
a 266, 374 y 448 nm, asi como un hombro a 480 nm. Se puede, por
tanto, afirmar con seguridad que la nitrato reductasa de 4. brau
nit posee flavina como grupo prostético y que se pierde fdcil-

mente por didlisis prolongada en tampdn sin FAD.
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Figura 25. Espectros de absorcidn de la nitrato reducta-
sa nativa (con FAD) o después de una prolongada didlisis (sin
- FAD). En la grafica inferior se presentan los espectros de ab
sorcidén en tampén fosfato 0,1 M (pH7,0) de la nitrato reducta-
sa original ( )} o desprov1%ta de FAD (----). Los detalles
para la obtencidén de ambas preparaciones enzimdticas se descri
ben en el texto. En la grdfica superior se presenta el espec-
tro diferencial obtenido al restarle al primer espectro el
segundo,
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111.D.4. Espectros de emisidn de fluorescencia de la niirato
reductasa. Participacidén de la flavina en la activi-

dad catalitica.

Si bien 1la fluorescenciarde las flavinas unidas a las
proteinas es relativamente rara, existen excepciones como la
lipoil deshidrogenasa (Palmer y Massey, 1968) y la flavoproteina
;ETF (electron transfering flavoprotein) que acopla la oxidacidn
del NADH a la reduccidn de la butiril Coenzimé A deshidrogena-
sa— de Peptostreptococcus elsdenti (Withfield y Mayhew, 1974)
que presentan fluorescencia. Se ha estudiado el-comportamiento
de la flavina dela nitrato reductasa de A. braunii en base a sus
propiédades espectrofotofluorimétricas, para lo cual se tomd
una solucidén de nitrato reductasa libre de flavina exbgena, pre-
parada segin se describe en al apdo III.D.3., y se registr0 su
espéctro de emisibén de fluorescencia excitando a 450 nm,(Fig.ZG),
A pesar de que la fluorescencia inicial es préicticamente nula,

la incubacién de la solucidén a temperatura ambiente da lugar a
un aumento continuo de la fluorescencia, con un midximo de emisidn
a 535 nm indicativo de flavina libre, acompafiado por una disminu
cibén paralela de la actividad NADH-nitrato reductasa (Fig. 26,
recuadro interno). Estos resultados indican que la flavina, en un
principio unida a la proteina y no fluorescente, se disocia pau
1atinament¢ de. 1a nitrato reductasa dando lugar al enzima libre

de flavina (deflavoenzima) no funcional.
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Figura 26 . Espectros de emisidn de fluorescencia de una
preparacidn de nitrato reductasa incubada a temperatura ambien
te. 0,5 ml de una preparacién de nitrato reductasa purificada
se dializ6 rapidamente en una columna (1 x 13 cm) de Sepha-
dex G-25 previamente equilibrada con tampdn fosfato 50 mM (pH
7,0). La solucidén enzimidtica asi dializada , conteniendo 0,06
mg de nitrato reductasa, se llevd hasta un volumen final de
2,5 ml aproximadamente y se incubd durante 24 h a temperatura
ambiente. Los espectros de fluorescencia (Aexc=450 nm) se re-
gistraron a los tiempos indicados.En el recuadro interno se
representan los cambios en la emisidén de fluorescencia a 535
nm (Aexc=450 nm) y de actividad NADH-nitrato reductasa en fun-
cidén del tiempo de incubacidn.
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I11.D.5. Espectros de resonancia paramagnética del electrin

(EPR) de la nitrato reductasa cxzidada y reducida

El espectro de EPR de la nitrato reductasa de A. brau-
niil(Fig..27) muesfra amplias sefiales a valores de g de Z,26;
2,79 y 3,08, correspondientes a hierro heminico de bajo spin
(Jacob y Orme-Jchnson, 1980), asi como algunas seflales més débi
les en la regidn cercana a g = 2, que podrian corresponder a
una pequeifla proporcién de molibdeno en el estado de valencia V

(paramagnético) respecto al mayor contenido del enzima en MoVI
(diamagnético) (Sclomonson, 1979; Jacob y Orme-Johnson, 1980).
La adicidén de ditionito sédico al evzima da lugar a la desapari
cidén de 1las seﬁaleé de 2,79 y 3,08 g, mientras que no se obser-
va la aparicidén de ninguna nueva sciial (Fig. 27), probablemente
debido a que todo el molibdeno se encuentra en el estado de va-
lencia IV, mids reducido y diamagnético.(Jacob y Orme-Johnson,

1980; Hewitt y Notton, 1980).
ITI.D.6. Andlisis cuantitativo de grupos prOStétiéos del enzima

Los resulﬁados del andlisis de grupos prostéticos de
dos preparaciones de nitrato reductasa se presentan en‘la Tabla
IX. El1 contenido molecular (mol/mol enziﬁa) minimo se presenta
en las Gltimas columnas, tomando 467.400 cdmo el peso molecular
del enzima (ver apdo. IiI.C.). Los valores obtenidos muestran
que la nitrato reductasa de A. braunti contiene 4 moléculas de

FAD y 4 citocromos, ademds de 2 dtomos de molibdeno.
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Figura 27. Espectros de resonancia paramagnética del
electrdn (EPR) de la nitrato reductasa en presencia O ausen-
cia de ditionito. La linea superior muestra el espectro de
EPR del enzima nativo y oxidado, mientras que la linea infe-
rior corresponde al espectro del enzima reducido por adicidn
de ditionito sédico. Las condiciones experimentales se deta-
llan en Materiales y Métodos.



TABLA IX

COMPOSICION DE GRUPOS PROSTETICOS DE LA NITRATO REDUCTASA

Componente nmol/mg proteina mol/moi enzima

prostético datos deducido de
- I 11 media analiticos los datos

FAD nd% 7,45 7,45 3,48 4

hierro

heminico : 7,89 8,25 8,07 3,77

molibdeno 3,65 2,98 3,32 1,56

hierro - ‘

total 11,93 9,24 10,59 4,95 4

sulfuro ‘ |

1abil, ; nd?® 0 0 0 0

a) nd = no determinado



III.E. DETERMINACION DE LA SECUENCIA DEL TRANSPORTE DE ELECTRO-

NES DESDE EL NAD(P)H HASTA EL NITRATO

Una vez determinados los grupos prostéticos de la nitrato
reductasa de A. braunii como FAD,vhemo y molibdeno (apdos. III.
D.2., II1.D.3. y III1.D.5.), el nlGmero de moléculas o.étomos de
cada uno de ellos por molécula de enzima (apdo. III.D.6.), ¥y
ﬁuésto de manifiesto la funcionalidad de dichos grupos en el en
zima ‘(apdos. IiI.D.Z y 1I1.D.4.), quedaba por'dilucidar el or-
den en que estos componentes prostéticos intervienen en el trang

porte de electrones desde el NAD(P)H hasta el nitrato.

IITI.E.1. Requerimiento de grupos sulfhidrilos libres para la re

duceidén con NAD{PJH del hemo de la nitrato reductasa

La’incubacién de la nitrato reductasa con pHMB 0,1 mM
inactiva completamente todas las actividades del complejo enzi
mﬁtico dependientes de NAD(P)H, sin producir cambios aprecia«
bles en el espectro visible de absorcidn del enzima nativo.
Por otra parte, el ditionito, pero no el NAD(P)H, es capaz de
reducir el croméforo hemo del enzima tratado con pHMB, como se
muestra en la Fig. 28. Estos resultados deﬁuestran 1é esencia-
lidad de los grupos sulfhidrilos libres en el enzima para que

el NAD(P)H pueda reducir al citocromo b apoyando la idea

557°
sugerida en el apdo. III.B.5. de que la nitrato reductasa de

A . braunii posee grupos -SH en su sitio activo para el NAD(P)H.
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Figura 28. Eespectro diferencial de la nitrato reductasa
tratada con pHMB, después de la adicidn de ditionito sddico a
la muestra y de NAD(P}H a la referencia. Ambas cubetas conte-
nian 1,0 ml de tampdén fosfato potédsico 0,1 M (pH 7,0) con 0,05
mg de nitrato reductasa y EDTA 0,10 mM. Las soluciones se incu-
baron durante 30 min a 0°C en presencia de pHMB 0,1 mM. A con-
tinuacidn, unos cristaiitos de ditionito sédico y de NAD(P)H
se afladieron a las cubetas muestra y referencia, respectivamen
te. El espectro diferencial entre ambas soluciones se registro
tan pronto como fue posible.



ITI.E.2. Participacidn de la flavina en la reduccidn por

NAD(P)H del citocromo de la nitrato reductasa

El grupo prostético flavinico de lé nitrato reduéfasai
de organismos eucaribticos parece estar situado antes del cro-
méforo heminico en la secuencia del transporte de eclectrones
“desde el NAD(P)H hasta el nitrato (Guerrerc et al, 1981; Hewitt
eﬁ al, 1976). En base a ello se intentd estudiar eépectrofoto—
métricamente el requerimiento de flavina en el enzima para re-

ducir el citocromo b Los resultados de la Fig. 29 muestran

557°
que el NADH es incapaz de reducir el hemo de la nitrato reduc-
tasa de A. braunii cuando ésta ha sido liberada de su flavina

- por didlisis prolongada (apdo.]JI.DQS.), mientras que la adi-

cidn poéterior de ditionito conduce a la reduccidn del citocro
mo. Similar requerimiento de FAD para la reduccidn del citocro
mo b557 pér NADH se ha observadd en otras nitrato reductasas

(Garrett y Nason, 1969; Guerrero y Gutiérrez, 1977).

III.E.3. Determinacidn del potencial normal del cttocromo b557

de la nitrato reductasa

El potencial normal de citocromo b557 se determind
usando 0,21 mg de nitrato reductasa de A. braunii, segiin se des
cribe en Materiales y Métodos. La titulacidn reductiva se 1llevd
a cabo aﬁadiendo pequefias alicuotas de una solucién de ditioni-

to sédico 50 mM, registrdndose los cambios de la absorbancia
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Figura 29. Efecto de la didlisis prolongada sobre la redu
eibilidad por NADH del hemo unido a la nitrato reductasa. Una
muestra de 0,5 ml de tampdn fosfato 0,1 M (pH 7,0) contenien-
do 0,04 mg de nitrato reductasa, se dializd exhaustivamente
frente a 5 1 del mismo tampdn. El espectro de absorcidn de la
solucibén enzimdtica dializada se realizd después de las si-
guientes adiciones: 4, ninguna; B, unos cristalitos de NADH;

y C, unos cristalitos de ditionito sddico.
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Figura 30. Titulacidn reductiva del citocromo bssy de la
nitrato reductasa. 3,0 ml de tampdn fosfato potdasico 0,1 M
(pH 7,0) conteniendo 0,21 mg de nitrato reductasa, EDTA 0,10
mM y los mediadores redox, se sometieron a una titulacidn re
ductiva con ditionito sddico. Los detalles del procedimiento
se describen en Materiales y Métodos. La linea continua re-
presenta la curva tedrica suponiendo n=1, mientras que los
circulos negros corresponden a los datos experimentales. Si-
milares resultados se obtuvieron cuando la titulacidén se rea
1iz6 en sentido inverso con ferricianuro. En el recuadro in-
terno se presentan los distintos espectros de absorcidn de
una solucidén 8.10°2? uM de nitrato reductasa después de la
adicidn sucesiva de pequefias alicuotas de ditionito.
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y del potencial redox simultdneamente. Después de ‘cada adicidn,
las lecturas se hicieron al cabo de unos minutos, necesarios pa
ra que el potencial llegara a estabilizarse. La representaciodn
de la cantidad de citocromo reducido frente al potencial redox
se muestra en la Fig. 30. Los resultados se ajustan bastante
bien a una titulacién de n=1, con un potencial normal a pH 7,0

de--73 mV.

ITT.F. DETERMINACION DE LA ESTRUCTURA DEL COMPLEJO ENZIMATICO

NITRATO REDUCTASA DE 4. braunti.

II1.F.1. Micrografia electrdnica de la nitrato reductasa tefiida

negativamente

El ensamblaje tridimensional de las ocho subunidades
de la nitrato rcductasa de A. braunii se estudid por microsco-
pia electrdénica, segin se indica en Materiales y Métodos. La
Fig. 31 muesfra un espécimen de enzima teflido negativamente con
acetato de uranilo, apareciendo unas moléculas en forma de
anillo como las estructuras méds prominentes. Ademds, aparecen
unas moléculas mds pequefias de forma menos definida que proba-
blemente corresponden a molééulas de enzima con algunas de sus
subunidades disociadas. La fijacidn de la preparécién de enzi-
ma con formaldehido antes de la tincién con acetato de uranilo
no'mejoré las imdgenes de las mbléculas de enzima, nl incremen

td el nimero de moléculas intactas.



Figura 31. Micrografia electrénica de la nitrato reducta-
sa de A. braunii. El espécimen de nitrato reductasa (0,09 mg/
ml) se tinid negativamente con una solucibén de acetato de ura-
nilo al 2% en agua. La magnificacidn fue de 290.000. Las fle-
chas localizan algunas moléculas del enzima.



I11.F.2. Procesamiento rotacional de imdgenes de la nitrato

reductasa por superposticidn optica

Para poner de manifiesto la presencia de algln tipo
de simetria en la molécula de eﬁzima, la imagen de una molécula
altamente aumentada se sometid al proceso de rotacidn por super
posicidn éptica ( Fig. 32). La rotacidn con un dngulo de 45° (n=8)
‘es la Gnica que dd un reforzamiento en la intensidad de las
imdgenes, asi como una periodicidad clara y una distribucidn de
intensidades discernible en.la molécula. La rotacidén empleando
otras fracciones de 360° resulta en un fuerte obsqurecimiento
de las imdgenes y dan menos informacibén que la original (Fig.
32). Solamente la rotacibén de 90° ﬁw&mra'una imagen aceptable,

como seria de esperar con una simetria rotacional de ocho veces.

III.F.3. Micrografifa electrdnica de la nitrato reductasa se-

giun la téenica sandwich

El enzima también se visualizd empleando la técnica
sandwich, consistente en fijar la molécula de enzima entre dos
capas de carbdén. En la imagen que aparece en la Fig. 33 se pue-
den identificar ocho subunidades que ocupan alternativamente
dos planos diférgntes. La molécula aparece ligeramente distorf
sionada debido a una subunidad del plano superior que se encuen

tra desplazada hacia afuera del anillo octamérico.
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Figura 32. Procesamiento rotacional de imdgenes de la ni-
trato reductasa por superposicidn dSptica. En la figura supe-
rior izquierda se presenta la micrografia electrdnica original
de una molécula de nitrato reductasa (magnificacidén 1.200.000)
que se usd para el procesamiento. Solamente la rotacibén con un
dngulo de 45° (foto superior derecha) mejord la imagen origi-
nal. Las cuatro micrografias _inferiores corresponden a otras
periodicidades (360-n-', donde n = 3, 4, 5y 6), las cuales
obscurecen la imagen y dan menos informacidén que la original.
Las fotografias correspondientes a n = 7 y 9 fueron similares
a las den =15y 6.



Figura 33. Micrograffa electrdnica de una molécula de ni-
trato reductasa entre dos capas de carbén., Se observan ocho
subunidades que parecen ocupar dos planos diferentes. Una sub-
unidad del plano superior aparece desplazada hacia afuera, pro
bablemente debido a la técnica de sandwich empleada. La magni-

ficacidn fue de 2.000.000.
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1IT.F.4. Modelo tentativeo de la estructura de la nitrato re-
| ductasa

Combinando los resultados obtenidos para la composi-
cidn de subunidades del enzima (apao. I11.C.3.) y los estudios
al microscopio electr6nico aqui presentados, se sugiere un mo-
delo para la nitrato reductasa de 4. braunii como el que apare
ce en la Fig. 34, Dicho modelo propone una estructura circular
con una simetria rotacional de ocho veces. Si esta estructura
es la forma égtable del enzima o es una consecuencia del proce
dimiento de tincidén queda pendiente de posterior investigacién.
Por otra parte, el complejo enzimidtico parece disociar facil-
mente sus subunidades, como se deduce de los fragmentos que apa
recen en la Fig. 31 y del desplazamiento de las subunidades ¢n

la Fig. 33.

III1.G. INTERCONVERSION POR OXIDO-REDUCCION DE LA NITRATO REDUC-

TASA DE A. braunit

I111.G.1. Requerimiento de oxigeno para la inactivacidn de la

nitrato reductasa por incubacidn con NADH.

La Fig. 35 muestra que la presencia de oxigeno es con-

dicidén sine qua mon para conseguir una completa inactivacidn in

vitro de la actividad NADH-nitrato reductasa, por incubacidn de



Figura 34. Modelo tentativo de la nmitrato reductasa de
Ankistrodesmus braunii
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Figura 35. Efecto de la anaerobiosis sobre la inacitiva-
eidn por NADH de la nitrato reductasa. Dos muestras de 1 ml
contenian 10 pug de nitrato reductasa purificada, 0,1 mmol de
tampdén Tris-HC1 (pH 7,5) y 10 umol de MgCljy. Una de las solu-
ciones se hizo anaerdbica con argon, seglin se describe en
Materiales y Métodos, y a continuacidén se afiadieron 20 pl de
una solucibn también anaerdébica de NADH 30 mM a cada una de
las dos muestras enzimdticas. Se incubaron a 0°C y, a los
tiempos indicados, la actividad NADH-nitrato reductasa se
mididé por adicidén de 0,05 ml de cada preincubacidn a los
reactivos del ensayo estandar.
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la nitrato reductasa con NADH a 0°C. Si la incubacién se reali
za bajo'una atmésfeiaAiﬁerte de argon, la actividad enzimdtica
permanece élta, mientras que si se lleva a cabo en una atmbsfe
ra de aire la inactivacidn de la nitrato reductasa es Supefior%

al 90% al final de experimento.

I11.G.2. Efecto de la presidn parcial de oxfgeno en la inacti-

vacidn de la nitrato reductasa con NADH

En‘ia Fig. 36 aparecen los resultados obtenidos al in
cubar la nitrato reductasa con NADH en atmbsferas con diferen-
tes presiones parciales de oxigeno. Estos resultados indican
que el proceso de iﬁactivacién del enzima con NADH depende di-
rectamente de la concentracidén de oxigeno en la atmésfera, sien
do mdxima cuando la incubacidn se realiza en presencia de aire
(oxigeno al 20%). A concentraciones superiores de oxigeno la
inactivacidén por NADH es menos efectiva, siendo practicamente

nula en una atmésfera de oxigeno puro.

I11.G.3. Requerimiento de la actividad diaforasa del complejo
enzimdtico para su inactivacidn por NADH.
Los resultados presentados en la Tabla X muestran que
es necesario qué la actividad diaforasa del complejo enzimitico
nitrato reductasa .sea funcional para obtener una efectiva inac-

tivacién del enzima por NADH. El piridin nucledtido es incapaz
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Figura 36. Efecto de la presidn parcial de oxigeno sobre
la inactivacidn por NADH de la nitrato reductasa. Sels muestras
de 1 ml conteniendo 12 ug de nitrato reductasa purificada, FAD
20 uM y MgCl; 10 mM en tampén Tris-HC1 0,1 M (pH 7,5), se eva
cuaron a 0°C con una bomba de vacio. La presidn atmosférica se
restaurd con una mezcla de argon/oxigeno en la proporcidén indi
cada en la Fig. para cada muestra (la presidn de 1 atm corres-
ponde al 100% de oxigeno), segln se describe en Materiales y
Métodos. Después de ello, 20 ul de una solucidn anaerdbica de
NADH 30 mM se afiadieron a cada solucidn enzimdtica. Se incuba-
ron a 0°C durante 45 min y se midid la actividad de cada pre-
incubacidén por adicidén de 0,05 ml a los reactivos del ensayo
estandar. ' ‘



TABLA X

REQUERIMIENTO DE ACTIVIDAD DIAFORASA PARA INACTIVAR LA NITRATO
REDUCTASA CON NADH

Sistema.de preincubacidn . MVH-nitrato reductasa
(%)

Enz (diaforasa inactiva) 100

Enz (diaforasa activa) ' . 102

Enz (diaforasa inactiva) + NADH 85

Enz (diaforasa activa) + NADH 32

Cuatro muestras de 1 ml contenian 7 pg de nitrato reductasa pu
rificada, 2 umol de EDTA y 0,1 mmol de tamp6n Tris-HCl- (pH 7,5).
Dos de ellas se incubaron a 45°C durante 15 min ( enzima con dia
forasa inactiva), mientras que las otras dos se conservaron a
0°C ( enzima con diaforasa activa). A continuacibén se afiadid a
cada muestra 10 ul de FAD 2 mM, 10 ul de MgClp; 1 M y 20 ul de
NADH 30 mM. Después de 60 min a 0°C, se midi6é la actividad
MVH-nitrato reductasa afiadiendo 0,05 ml de cada mezcla de in-
cubacidn a los reactivos del ensayo estdndar.



de inactivar a la‘nitrato reductasa cuando &sta pierde su ac-
tividad diaforasa al éalentar el enzima a 45°C durante 15 min
en tampdn sin FAD (De la Rosa, 1975; Barea et al, 1976a). Estos
resultados pueden interpretarse asumiendo qﬁe dicha actividad !
es necesaria, bien para que se reduzca el sitio donde se afecta
el enzima al inactivarse o bien para la produccidn del radical

superdxido, como se discutirid mds adelante.

I11.G.4. Inactivacidn de la nitrato reductasa por NADH. Protec-
cidén por ditionito o superdzido dismitasa y estimula-

eidn por FAD.

La inclusién de ditionito,.poderoso agente reductor
que elimina todo el oxigeno disuelto en la mezcla de incubacién
haciéndola por tanto anaerdSbica, impide la inactivacidn de la
nitrato reductasa por el NADH. Por otra parte, cuando la supefg
xido dismutasa se incluye en la mezcla de reaccibén aerdbica del
enzima con NADH, la actividad es completamente protegida frente
a la inactivacién promovida por el NADH (Tabla XI), indicando
que el radical superdxido (03) estéd probablemente involucrado
en el mecanismo de inactivacidn.

E1l FAD, cofactor fisioldgico del enzima y eficaz agente
productor de O, por reduccidn de O2 en las flavoproteinas con
actividad oxidasa:(Massey et al, 1971; Fridovich, 1974), poten-
cia el efecto inactivante del piridin nucledtido sobre la nitra

to reductasa (Tabla XI).



INACTIVACION DE LA NITRATO REDUCTASA POR NADH,
DITIONITO O SUPEROXIDO DISMUTASA Y ESTIMULACION POR FAD

TABLA XI

Sistema de preincubacidn

PROTECCION POR

Actividad relativa

(%)
Enzima _ 100
Enz + NADH 44
Enz + FAD ‘ 93
Enz + NADH + FAD , , - 23
Enz + S04~ . 99
Enz + FAD + $59047 o . 97
Enz + NADH + FAD + §572047 112
Enz + superdxido dismutasa 102..
Enz + NADH + FAD + superdxido dismutasa . 98

Varias soluciones de nitrato reductasa purificada conteniendo
cada 15 ug de proteina, se incubaron en un volumen final de 1

ml con tampdn Tris-HC1 100 mM (pH 7,5) y, donde se indica,

NADH 0,6 mM, FAD 0,2 mM, ditionito sdédico 20 mM y 15.000 U de

superdxido dismutasa. Después de 30 min a 0°C, la actividad
NADH-nitrato reductasa se midié afiadiendo 0,05 ml de cada
mezcla de incubacidn a los reactivos del ensayo estédndar.
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II1.G.5. Efecto del manitol y del etanol sobre la inactivacidn

del enzima por NADH

El ménitol y’el etanol, dos conocidos agentes elimina
dores (scavengers) de radicales hidroxilo (OH') (Halliwell,
1977; Cohen y Heikkila, 1977), no ejércen ningin efecto sobre
la inactivacidn de la nitrato reductasa por NADH (Tabla XII).
Asi pues, los radicales OH', que con toda seguridéd se forman
¢én la mezcla de reaccidn por interaccidn de la flavina reducil-
da del enzima con el oxigeno (Halliwell, 1977), no intervienen

en el proceso de inactivacién del enzima con NADH.

II1.G.6. Proteccidn por nitrato y cianato frente a la inactiva-

cidn por NADH de la nitrato reductasa

El nitrato, aceptor fisioldgico de electrones de 1la
nitrato reductasa, y el cianato, inhibidor.competitivo respecto
al nitrato, protegen eficazmente al enzima frente a la inactiva-
€i6n por NADH (Tabla XIII), lo que indica que la modificacidn
que ocurre en la nitrato reductasa y que conduce a su 1inactiva-
cidn puede tener lugar en un grupo estrechamente relacionado

con el sitio activo donde se une el nitrato.

II1.G.7. Reactivacidn por nitrato del enszima inactivado por

incubacidn con NADH



TABLA XII

EFECTO DEL MANITOL Y DEL ETANOL SOBRE LA INACTIVACION POR
NADH DE LA NITRATO REDUCTASA

Sistema de preincubacidn : Actividad relativa
(%)
Enzima - 100
Enz + NADH 24
Enz + NADH + manitol ' ; 19
Enz + NADH + etanol 1T

Las mezclas de incubacién incluian, en un volumen final de 1
ml, &8 pg de nitrato reductasa purificada, 0,1 mmol de tampdn
Tris-HC1 ( pH 7,5), 10 umol de MgCl,, 20 nmol de FAD y, donde
se indica, 10 pmol de manitol o 10 umol de etanol. Después de
10 min de incubacidén a 0°C, se midid la actividad NADH-nitrato
reductasa afiadiendo 0,05 ml de cada mezcla de¢ incubacidn a los
reactivos del ensayo estindar. : '



PROTECCION
NADH DE LA

TABLA XIII

POR NITRATO O CIANATO FRENTE A LA INACTIVACION POR

NITRATO REDUCTASA

Sistema de preincubacidn Actividad relativa
(%)

Enzima 100

Enz + NCJ 103

Enz + CNO~ 88

Enz + NADH , 11

Enz + NADH + NO3 98

Enz + NADH + CNO~ 95

" Muestras conteniendo 18 pg de nitrato reductasa purificada se
incubaron en un volumen final de 1 ml con tampdén Tris-HCl 100
mM (pH 7,5) y, donde se indica, nitrato potdsico 1,5 mM, cia--
nato potdsico 50 M y NADH 0,6 mM. Después de 60 min a 0°C, la
actividad NADH-nitrato reductasa se midié afiadiendo 0,05 ml de
cada mezcla de incubacidén a los reactivos del ensayo estédndar.
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Una preparacion de nitrato reductasa inactivada por incu-
bacidn aerdbica con NADH se filtrd a través de una columna (1
x 13 cm) de Sephadex G-25 para eliminar el exceso de NADH. Pos
teriormente se incubd con nitrato, tanto en condiciones aerdbi
cas como anaerdbicas. Los resultados obtenidos se muestran en
la Fig 37, e indican que el nitrato es capaz de promover la re-
cuperacidn de la actividad enzimitica de la nitrato reductasa
inactiva. Por otra parte, las condiciones anaerdbicas meijoran
significativamente la reactivacién del enzima por el nitrato;
las cuales por si mismas son incapaces de reactivar el enzima
sin la participacidén del nitrato. De cualquier forma, el hitra-

to no es tan eficiente como el ferricianuro en el papel de oxi

dante-activador de la nitrato reductasa inactiva.

I11.G.8. LocaliZacidn del centro de inactivaceidn del complego

nitrato reductasa a lo largo de su cadena de transporte

Seglin hemos expuesto anteriormente, la incubacidn aerg
bica con NADH de la nitrato reductasa da lugar a un enzima ca-
rente de actividad nitrato reductasa tefminal, cuya actividad
NAD(P)H-diaforasa permanece funcional. Después de eliminar el
piridin nucledtido por filtracidn de la mezcla de incubacidn a
través de una columna (1 x 13 cm) de Sephadex G-25, el enzima

permanece inactivo y presenta el citocromo b en su forma oxi

557

dada, segin se pudo comprobar espectrofotométricamente. La adi-
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Figura 37. Reactivacidn por nitrato de la nitrato reduc-
tasa inactivada con NADH. Muestras de 1 ml conteniendo 12
pg de nitrato reductasa, previamente inactivada por incubacidn
con NADH, y dializadas exhaustivamente para eliminar el exceso
de piridin nucledtido frente a tampdn Tris-HC1 50 mM (pH 7,5)
conteniendo FAD 20 uM, se evacuaron a 0°C con una bomba de vacio.
Posteriormente se restaurd la presién atmosférica con argon,
aire u oxigeno segln el caso. Este proceso se repitid tres
veces. Después de afadir 0,1 ml de una solucidén anaerdbica de
nitrato potdsico 1 M, las muestras enzimdticas se incubaron a
30°C. La actividad enzimitica, medida a los tiempos indicados
tomando alicuotas de 0,05 ml, sc¢ presenta en la Fig. como el
tanto por ciento de aquélla obtenida en cada momento después
de la reactivacibén con ferricianuro.
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Figura 38. Reoxidacidn por nitrato del citocromo bgsy, de la
nitrato reductasa activa o <inactivada con NADH. Dos prepara-
ciones de enzima purificado contenian 0,20 mg de proteina en
1 ml de tampdn fosfato 0,1 M (pH 7,5). Una de ellas se inacti
vd previamente por incubacidn con NADH, el cual se elimind
posteriormente por filtracidn en una columna de Sephadex G-
25, mientras que la nitrato reductasa de la otra.preparacidn
se mantuvo activa. Ambas muestras se redujeron con una peque
fla cantidad de NADH, y a continuacién se afadié nitrato potd-
sico en exceso. La velocidad de reoxidacidén del grupo cromd-
foro hemo (disminucidn de la absorbancia a 557 nm) se siguid
en el enzima activo ( ) y en el inactivo {(----) a tempe
ratura ambiente.
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- ci6n de una pequefia cantidad de NADH da lugar a.la rapida re-
uccidn del citocromo del enzima inactivo, exactamente igual
que ocurre en ofra preparacién de nitrato reductasa activa.
Por el contraric, la posterior adicidén de nitrato provoca ﬁna
rdpida reoxidacidén del cromdéforo hemo en el enzima activo,
mientras que en el enzima inactivo la reoxidacién tarda varias
1_bora§ en completarse (Fig. 38). Estos resultados indican que
la nitrato red;ctasa inactivada con NADH presenta un bloqueo
situado en un punto posterior al citocromo b557 en su cadena

transportadora de electrones.

II11.G.9. Estudio potenciométrico del proceso de inactivacidn

de la nitrato reductasa

El cianuro, conbcido agente quelante de metales como
el hierro y ¢l molibdeno, conduce a la inactivacidén de la ni-
trato reductasa de 4. braunii cuando ésta se incuba con cia-
nuro en presencia de ditionito (Tabla XIV). El enzima inacti-
vado en estas condiciones recupera su actividad original cuan-

do se trata con ferricianuro (no mostrado).

Por otra parte, y para poner de manifiesto de una forma
directa que la inactivacidn de la nitrato reductasa supone bd
sicamente una reduccidén del enzima, se incubd la nitrato re-

ductasa de 4. braunii en presencia de una determinada concen-



TABLA XIV

INACTIVACION DE LA NITRATO REDUCTASA POR DITIONITO Y CIANURO

Sistema de preincubacidn Actividad relativa
(%)

Enzima ' ‘ 100

Enz + 5,047 105

Enz + CN- 98

Enz + $,047 + CN~ 12

Las mezclas de incubacidén contenian, en un volumen final de 0,8
ml: 0,7 pug de nitrato reductasa purificada, 0,1 mmol de tampdn
Tris-HC1 (pH 7,5) y, donde se indica, 4,6 umol de ditionito sé
dico y 2 umol de cianuro potdsico. Después de 15 min a 30°C, se
afiadieron 0,1 ml de nitrato potdsico 0,1 My 0,1 ml de metil
violégeno 1,5 mM para completar el :ensayo estdndar de actividad
MVH-nitrato reductasa. Las soluciones enzimiticas se incubaron
durante 5 min mds a 30°C, y el nitrito formado se midié segin
se describe en Materiales y Métodos.
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Figura 39. TZtulacidn redox del proceso de inactivacidn
de la nitrato reductasa por ditionito y cianuro. La mezcla de
reaccidén contenia, en un volumen final de 4 ml, Tris-HCl 50 mM
(pH 7,5), los mediadores redox y KCN 2 pM. El potencial redox
de la solucidn se ajustd al valor deseado con una solucidn de
ditionito sdédico 50 mM, y a continuacidén se afladieron 14 ug de
nitrato reductasa con una jeringa. La mezcla de reaccidn se in
cub6é en condiciones anaerdbicas con agitacidén continua a 30°C,
y la actividad MVH-nitrato reductasa se midid a los tiempos in
dicados afiadiendo 0,2 ml de la solucidn enzimdtica a los reac-
tivos del ensayo estdndar. Otras condiciones se detallan en
Materiales y Métodos. La actividad (0) después de estabilizar
se se representa en la Fig. frente al potencial redox corres-
pondiente, siendo la linea continua la curva tedrica suponien-
do n=1. En el recuadro interno se presentan las cinéticas de
inactivacidn por cianurc de la nitrato reductasa a diferentes
potenciales redox.



tracién de cianuro y se ajustd el potencial redox de la solu-
'cién con ditionito a un valor deseado, siguiéndoée en cada ca-
so la cinética de inactivacidén del enzima. Los resultados ob-
tenidos aparecen en la Fig. 39, donde puede observarse que la
inactivacidn con ditionitc y cianuro es un proceso que depen-
de del potencial redox de la mezcla de incubacidén, e implica
una reéduccidn donde se transfiere un solo electrén. El poten-
‘éiai ormal de 6xido-reduccién, a pH 7,5, calculado para el

proceso de inactivacidén del enzima es igual a -50 mV.

II1.G.10. Estudio potenciométrico del proceso de reactivacidn

de la nitrato reductasa

La nifrato reductasa previamente inactivada con

ditionito y cianuro y posteriormente dializada para eliminar

exceso de reactivos, se incubbd a distintos potenciales re-
doux en preseﬂcia de ferricianuro. En cada incubacidn se siguid
la cingtica de reactivacidn (Fig. 40, recuadro interno), y se
observé que el proceso de reactivacidn con ferricianuro es de-
pendiente del potencial redox, tratdndose por tanto de una
reaccidn de oxidacidén del enzima en la que se intercambia un
solo electrdn. Bl potencial normal de 6xido-reduccidén calcula-
do pare el proceso de activacidén del enzima, a pH 7,5, es
+230 mV (Fig. 40). Similar potencial normal de obtuvo cuando
el enzima utilizado habia sido inactivado por incubaciéﬁ ae-
rébica con NADH, en vez de con ditionito y cianuro, lo cual

hace pensar que el grupo que se reduce en el enzima al inacti-
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Figura 40. Titulacidn redox del proceso de reactivacidn
con ferricianuro de la nitrato reductasa inactiva. La mezcla
de reaccidn contenia, en un volumen final de 4 ml, Tris-HC1
50 mM (pH-7,5) y los mediadores redox. Su potencial redox se
1lev6é hasta -150 mV aproximadamente con una solucidn de ditio
nito 50 mM. 13 ug de nitrato reductasa inactiva —el enzima ha
bia sido previamente inactivado por incubacién con ditionito
4,6 mM y cianuro 3 uM durante 20 min a 30°C, y a continuacidn
dializado frente a tampdn Tris-HC1l (pH 7,5) durante 4 h— se
afiadieron con una jeringa a la mezcla de reaccidn, y el po-
tencial redox se ajustd al valor deseado con ferricianuro 50
mM. La mezcla de reaccidén se incubd a 30°C con agitacidn con
tinua y se sacaron alicuotas de 0,2 ml para ensayar la activi
dad de la solucidn en cada momento. Otros detalles se descri-
ben en Materiales y Métodos. En la Fig. se representa la acti
vidad,una vez estabilizada, frente al potencial redox corres-
pondiente. La -linea continua representa la titulacidén redox
tedrica suponiendo n=1. En el recuadro interno se presentan
las cinéticas de reactivacidn del enzima a diferentes poten-
ciales redox. Similares resultados se obtuvieron cuando el
enzima utilizado se inactivdé con NADH en aire,y no con ditio-
nito y cianuro.

+
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varse es el mismo, independientemente de que la inactivaciodn

'se efectie con ditionito y cianuro o con NADH en aire.

Es importante indicar que las soluciones de enzima inac-
tivado pdr incubacidn con ditionito o cianuro o con NADH, y
posteriormente dializadas para eliminar el exceso de reactivos,
presentan un potencial redox de +200 mV. En eSﬁas condiciones
el potencial redox es suficientemente positivo como para reac
tivar el enzima. Sin embargo, la reactivacidon no tiene lugar
a menos que exista ferricianuro en la mezcla de incubacidn
(ver leyenda de la Fig. 40), aunque el potencial sea menor de +200
mV, lo que indica que ninguno de los mediadoreé redox usados
es capaz de acceder al grupo reducido del enzima que hay que
oxidar, Es, por tanto, necesaria la presencia de ferricianuro,
aunque sea en cantidades cataliticas, -para oxidar el sitio de

regulacidén del enzima inactivo.



IV. DISCUSION
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Los resultados descritos en este trabajo suponen impor-
tantes conocimientos sobre la composicién, estructura y meca-
nismo dé accidn y regulacidn, asi como otras propiedades fi-
sico-quimicas del complejo enzimdtico NAD{P)H-nitrato reduc-

tasa del alga verde 4Ankistrodesmus braunit.

En primer lugar, se ha puesto a punto un método de puri-
- ficacidén basado fuﬁdamentalemente en la cromatografia de afif
nidad con azul-Sefarosa, que ha permitido obtener preparacio-
nes enzimé£icas con una actividad esgecifica de 72-80 U/mg,
una recuperacidn del 30% aproximadamente, y un factor de pu-
rificacién de una 1.600 veces. Ello ha supuesto una conside-
~rable mejora en la calidad de las preparaciones enzimdticas
hasta ahora obtenidas, que presentaban actividades especifi-
cas de 0,6 U/mg (Ahmed y Spiller, 1976) y 49 U/mg (De la Rosa
et al, 1980b). E1 procédimiento de purificaéién aqui desarro-
llado se basa esencialmente en el descrito por De la Rosa et
al (1980b), con algunas modificaciones y un nuevo paso de cro
matografia de afinidad,

/A que da idea del

278" 414>

grado de pureza de las soluciones enzimiticas al relacilonar

La relacidén de absorbancias A

la absorbancia debida a proteina con aquélla debida a la ban
da Soret del cromdforo hemo de la nitrato reductasa de 4.
braunit, fue 2,56, significativamente inferior a la previa-

mente obtenida para este enzima (3,15) (De la Rosa et al,



1980b). La mayor absorbancia de los aminodcidos aromiticos
a 280 nm, asi como su mayor cromogenicidad al reaccionar
con el reactivo’feﬁéiico de Folin usado para determinar la !
concentracidn de proteina (Petérson, 1979), explicaria la
mayor aétiyidad especifica (85-100 U/mg) y la menor rela-
cién proteina/hemo (Azgo/A413 = 1,74) encontradas en la ni
trato reductasa de Chlorella vngarié (Giri vy Ramadoss,
1979), ya que el enzima de 4. braunii tiene un mayor conte-
nido en aminodcidos aromdticos que el de C. vulgaris (ver

apdo. III.D.1.).

Las preparaciones de nitraﬁo reductasa de A. braunii
obtenidas por el método aqui descrito eran homogéneas, ya
que una sola banda de proteina con actividad MVH-nitrato re
ductasa se observé en electroforesis analitica (Fig. 8). No
obstante, en otras ocasiones aparecieron algunas bandas se-
cundarias correspondientes a proteinas cuyo peso molecular
era submGltiplo de aquél del complejo enzimdtico -nativo
(Fig, 19). Por otra parte, al someter una solucibén enzimi-
tica a centrifugacidn en un gradiente de sacarosa, apareci6
un pequeﬁoApico de actividad NAD(P)H-nitrato reductasa con
un coeficiente de sedimentacidn de 3;9 S (Fig. 17). Finalmen
te, por microscopia electrénica se pudieron detectar unas
moléculas mis ‘pequeflas que el enzima nativo, las cuales pro-

bablemente correspondian a las subunidades del enzima en
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distintos estados de agregacidn (Fig. 31). Todo esto hace
pensar que la nitrato reductasa de A. braunii pieide facil-
mente su estructura nativa por disociacidén de sus subunida-
des. Similar comportamiento se ha observado en otras nitrato
reductasas. Asi, el enzima de Aspergillus nidulans presenta
cuatro bandas de proteina al someterlo a electroforesis en

geles de poliacrilamida, cuyos pesos moleculares son 360.000;
‘300.000; 240,000 y 118.000 (Downey y Steiner, 1979). El enzi
ma de cebada se disocia fdcilmente dando lugar a fragmentos
més‘pequeﬁos, probablemente subunidades, que poseen activi-
dad NADH-diaforasa (Small y Wray, 1979; 1980). Una posibili-
dad alternativa seria que los distintos fragmentos obtenidos
sean independientes de las subunidades de la nitrato reduc-
tasa, y fueran formados como consecuencia de una dégradacién
proteolitica del enzima'(Wallaée, 1974; 1978). Por ejemplo,
la rotura triptica de la sulfito oxidasa, otra hemomolibdo~
proteina, se ha conséguido recientemente (Johnson y Rajago-
palan,N1977; Southerland et «l, 1978), y fragmentos catali-
ticamente funcionales se han obtenido del citocromo bzrde
Sacharomyces cerevisiae (Jacg y Lederer, 1972) y de la pi-
ruvato deshidrogenasa de Escherichia colt (Hale y Perham,l
1979) por accién de ciertas proteinasas enddgenas. Los resul
tados aqgi pre§¢ntados no nos permiten distingulr entre €s-
tas dos posibilidades, aunque el hecho de que la nitrato re-
ductasa de A. braunii siempre dé una sola banda de protéina
en electroforesis con SDS hace pensar que se trata de las

subunidades del enzima.
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Las represéntaciones de Lineweaver-Burk de las velocida
des iniciales de la reaccidén de oxidacidén del NADH por la ni
trato reductasa a concentraciones variables de los sustratos,
dié'lugar_a una serie de lineas paralelas (Figs. 11 y 12).
Estos resultados son compatibies con un mecanismo catalitico
del tipo ping pong, en el que el primer sustrato —probablemen
te. el NADH- convierte al enzima en una forma réducida la cual
"a continuacidn interacciona con el segundo sustrato —el nitra
to— dando lugar al producto final y al enzima original. Resul
tados similares.se han obtenido con el enzima de espinaca
(Eaglesham y Hewitt, 1971; 1975; De la Rosa, 1975), calabaza
y maiz ( Campbell y Smarelli, 1978), pero bastante diferentes
a los encontrados con el enzima de Aspergilius nidulans (McDo
nald y Coddington, 1974). Este mecanismo cinético se ve apoya
do por el hecho de¢ que la nitrato reductasa de A. braunii €s
reducible por el NADH en ausencia de nitrato y con la falta’
de cambios espectrales observados al afiadir nitrato en ausen

cia de NADH (Diez, 1978).

El nitrito, producto de la reaccidén catalizada por la
nitrato reductasa, inhibe dicha reaccién. La inhibicidn fué
de tipo no competitivo respecto al NADH, Ki = 6,4 mM, lo que
indica que el nitrito probablemente se une a una forma oxida-
da del enzima diferente de la nativa, a la que se une el NADH.
De acuerdo con estos datos, se puede proponer un mecanismo de

tipo iso ping pong bi bi, en el'que la forma oxidada resultan
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te del ciclo catalitico, Eéx,debe de sufrir una isomeriza-

cidén posterior para originar la especie nativa, EOX:_

NADH NAD* NO3 NO3

?
|

Eox (EOX'NADH”“““" EredNADY)  Ereq  (EreqNO3 =—> EoxNOZ)  Egx=—=Eox

Campbell y Smarelli (1978) encontraron un sistema dé lineas
paralelas en la representacidn de re;iprocos de las VClocidg
des iniciales de la nitrato reductasé de calabaza y maiz, pe-
ro los estudios de inhibicién‘por productos no correspondian
a una cinética estiandar del tipo ﬁing pong, poTr le que propu-
sieron un mecanismo hibrido entre ping pong y al azar. Por
otra parte, Hewitt et al (1979) han descrito uﬁ,posible meca -
nismo de accién de la nitrato reductasa de cucariotas en el
cual el NADH ¥ el nitrato se unen al enzima de una forma alea
‘toria, y en el que el ﬁitrito es desplazado por el nitrato al

final del ciclo catalitico para rendir la forma original.

La nitrato reductasa de A. braunii resulta sef un enzima
muy peculiar, en términos de composicién y estructura, si se
compara con el enzima de offos organismos eucariéticos (Tabla
XV). Asi, mientras que la nitrato reductasa'pfesenta normal -
mente un peso molecular comprendido entre 197.000 y 280.000 y
el nimero de sus subunidades oscila entre 2 y 4, el enzima de

A. braunii tiene un peso molecular de 467.400 y estd compues-



. TABLA XV

PROPIEDADES DE LAS NITRATO REDUCTASAS ASIMILATORIAS ALTAMENTE PURIFICADAS

Anacystis Ankistrodesmus Chlorella ‘Spinacea’ Neurospora Rhodotorula
nidulang braunii vulgarie oleracea ' erassa glutinis
Peso molecular (kdaltons) 75 467 280, 197 228 230
Subunidades 1 8 3 4 2 2
S20,w () 5,4 10,9 10,0 8,1 8,0 7,9
Radio de Stokes (nm) 3,2 9,8 6,3 6,0 7,0 7,0
Ponador de electrones Fd NAD(P)H NADH NADH . NAD(P)H NAD{P)H
Activ. espec. (U/mg) 875% 80 a3 24 125% 148?
Namero de recambio (s-1) 10949 623 434 79 475 5672
pH Sptimo 10,5% 7,5 7,6 7,5 7.5 7,5
K_ NO3 (uM) . 690 150 84 180 200% 125°
K, donador (uM) 13 13 nd 4,6 62P 207
Grupos prostéticos: ‘ '
FAD , . - 3,5 2, nd* nd# nd#*
cit bees - 3,8 )5 nd* 1,5 1
Mo nd* 1,6 2,0 nd* 0.9 nd*
EL, pH 7, hemo (mV) - -73,n=1 nd -60,n=1 nd nd
Propiedddes espectrales:
] (ox) 273  278,414,532,562,669 279,413 280,413 280,413 278,412
Miximos de absorciOn .oy T T 434 5387557 669 423,527,557 424,527,557 423,528,557 423,527,557
g (Soret) (mM~!.cm-1) - 460 280 nd nd 124
Referencias® 1,2 3,4,5 6,7,8 9,10 11,12 13
nd = no determinado
nd*= presente, pero no determinado cuantitativamente
a = metil violégeno reducido con ditionito como reductor
b = NADPH como reductor
e = ver la lista de referencias en la péglna siguiente



10.
11.
12.

13.

Lista de referencias que aparecen en la Tabla XV:

. Candau, 1979
« Manzano et a1, 1976

. Ahmed y Spiller, 1976

De la Rosa et al, 1980Db
Este trabajo

Giri y Ramadoss, 1979

. Solomonson, 1979

Solomonson et al, 1975
Hewitt y Notton, 1980
Notton y Hewitt, 1979
Garrétt y Amy, 1978
Pan y Nason, 1978

Guerrero y Gutiérrez, 1977

104
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to por 8 subunidades de 58.750. Por otra parte, el coeficien-
te de sedimentacién, 10,9 S, y el radio de Stokes, 9,8 nm,
del enzima de A. braunii también son bastante superiores a

los de otras nitrato reductasas (Tabla XV). . !

Respecto al nlimero de recambio (turnover number) del en-
zima para la actividad NAD(P)H-nitrato reductasa, todos tie-

1

nen valores comprendidos entre 434 y 623 s~!, a excepcidn del

enzima de espinaca que es de 79 s~! El enzima de Anacystis ni
dulans presenta un ntmero de recambio de 1.094 s-! cuando se
usa metil violdgeno reducido con ditionito como donador de
electrones. Estos valores, notablemente superiores a los de
otrés enzimas, demuestran la tremenda eficiencia catalitica
de la nitrato reductasa en la reduccidn de nitrato, a la vez
que explica los bajos niveles intracelulares de este enzima.
'Teniendq en cuenta los datos de la Tabla I, solamente 17-18.
mg de nitrato reductasa se podrian obtener, considerando un
rendimiento del 100%, a partir de 1 Kg (peso fresco) de célu-
las de A. braunii. Este es, por tanto, un problema fundamen-

tal que se ha de afrontar a la hora de llevar a cabo una ca-

racterizacidn fisica directa de estos enzimas.

Los estudios espectrofotométricos y espectrofotofluori-
métricos realizados con la nitrato reductasa de A. braunit
demuestran la presencia de flavina y hemo como grupos prosté-

ticos del enzima. Kinsky y McElroy (1958) fueron los primeros
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en observar que el FAD estimulaba la reduccidn de nitrato

‘por NAD(P)H catalizada por la nitrato reductasa de N@ﬁrospo—
ra crassa. Un efecto similar'fué observado cuando el enzima

de Chlorella fusca (Zumft et dZ, 1970) y de espinaca (Relim-
pio‘et al, 1971) sé purificaba por filtracidn en gel. Estos
autores demostraron ademis que'el FAD protegia especificamen-
te a la nitrato reductasa frente a la inactivacidn térmica.
Por otra parte, la adicidén de FAD a una preparacidn de nitrato
reductasa de hojas de maiz no estimulaba la actividad del en-
zima, si bien el FAD servia como eficaz profector frente a la

inactivacidn térmica del mismo . (Roustan et al, 1974).

Aunque el tipb de flavina en la nitrato reductasa de 4.
braunii no se ha analizado, el FAD parece ser el componente
flavinico de este enzima, ya que protege especificamente su
actividad durante la purificacién vy, pér otra parte, se Tre-
quiere en el tampdn para la elucidén del enzima retenido.en la
.columna de azul-Sefarosa (De la Rosa et az; 1980a). E1 FAD se-ha
identificado inequivocamente por andlisis directo como compo-
nente de la nitrato reductasa dé dhlorella vulgaris (Solomon-
éon et al, 1975) y Neurospora crassa (Jacob y Orme—Joﬁnson,

1980) .

. Las propiedades espectrales de la nitrato reductasa de
A. braunii indican claramente la presencia en la preparacidn
enzimdtica de un grupo hemo derivado de protoporfirina IX, el

cual se ha identificado como tipo b por estudios espectrofo-
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tométricos de su derivado hemocromégeno reducido en piridina
(Fig. 27). Desde que Garrett y Nason (1969) sugirieron la

existencia de citocromo b en la nitrato reductasa de Neu

557
rospora crassa, este grupb prostético se ha encontfado en
todas 1as>nitrato reductasas de eucariotas estudiadas hasta
ahora, pero no en el enzima de procariotas (Tabla XV). El ci
tdcromo b557 presenta miximos de absorbancia a 557 (a), 527-'
528 (B) y 423-424 (Soret) nm en su fdrma reducida, mientras
que s6lo un midximo a 412-414 nm se encuentra en la forma oxi
dada. En el enzima de 4. braunit, Sin embargo, usando concen
traciones superiores de proteina se han podido detectar nue-
vos madximos de absorcidn a 532 (8) y 562 (a) nm en la forma

oxidada del hemo, asi como otro miximo a 669 nm que no se mo

difica por 6xido-reduccién.

El maximo de absorbancia a 669 nm puede ser debido a
las interacciones del grupo hemo con la proteina. El citocro-
mo ¢ presenta un midximo a 695 nm que se debe al enlace entre
el croméforo hemo y un residuo de metionina de la proteina
(Gall et al, 1971; Greenwood y Wilson, 1971). La absorbancia
a 695 nm es independiente de los cambios redox ocurridos en
el hemo, pero es modificada levemente por ligeros cambios
conformacionales y desaparece totalmente cuando se rompe el
enlace hemo-proteina (Greenwood y Wilson, 1971). Por el con-
trario, el citocromo P-450 presenta un midximo de absorcidn
a 0646 nm que désaparece por reduccidén (Griffin y Peterson,

1971).
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Los espeétros de resonancia paramagnética del electrdn
(EPR) de la nitrato reductasa de 4. braunii con sefiales de
resonancia a valores de g iguales a 2,26; 2,79 y 3,08 con-
firman la existencia de hemo en la preparacidén, con el hiei
ITO férriéo en el estado de bajo spin. Hierro heminico de
bajo spin acomplejado a dos residuos de imidazol, tipico de
los citocromos tipo b, se ha detectado en la nitrato reduc-
tasa de Neurospora crassa, con seflales de resonancia a g =

2,27 y 2,98 (Jacob y Orme-Johnson, 1980).

El andlisis cuantitativo de los distintos componentes
prostéticos de la nitrato reductasa de A. brquni .indican
que dicho enzima contiene 4 moléculas de FAD, 4 hemos y dos
dtomos de molibdeno por cada molécula de ocho subunidades.
Estos tres componentes se han encontrado en todas las nitra-
to re@uctasas, a excepcidn de las de procariotas que s6lo.
tienen molibdeno (Tabla XV). Sulfuro 14bil e hierro no hemi
nico no se han detectado en el enzima de A. braunii, COmMO
tampoco en el de Chlorella vulgaris (Solomonson et al, 1975).
Downey y Steiner (1979), sin embargo, han encontrado hierro
no heminico en la nitrato reductasa de Aspergtllus niduldnsA
aunque sin demostrar que-este tipo de hierro es funcional en

la reduccidn de nitrato.

El molibdeno se ha identificadc inequivocamente como

]



componente prostético de todas las nitrato reductasas estu-
diadas hasta ahora (Hewitt y Notton, 198C; Losada et al,
1981), vy se creelque probablemente se encuentre en el sitio
del enzima donde el nitrato se une y se reduce (Hewitt et

al, 1979).

Evidencias experimentales obtenidas principalmente con
el enzima de hongos sugieren que el molibdeno en la nitrato
reductasa existe formando parte de un cofagtor polipeptidico
de bajo pesd molecular, que'parece ser comiin a todas las mo-
libdoproteinas, a excepcién de.la nitrogenasa (Johnson,
1980). Se ha propuesto recientemente que el cofactor activo
estd compuesto de molibdeno y una forma reducida de una nue-

va pterina (Johnson et al, 1980).

Un estudio comparativo de 1la composicién-dé grupos pros
téticos en las nitrato reductésas purificadas hasta la fecha
se recoge en la Tabla XV. La relacidn hemo/molibdend es 2/1
en la nitrato reductasa de A. brauni<i, mientras qué la rela-
'cidn hallada en otras nitrato reductasas es: 1/1 (Solomonson
et al, 1975) o 3/2 (Giri y Ramadoss, 1979) en (. vulgaris,

2/1 (Pan y Nason, 1978) o 1/1 (Jacob y Orme-Johnson, 1980)
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en N. crassa y 2/1 (Notton y Hewitt, 1979) en espinaca. Por
otra pafte, el cdnténido heminico es generalmente inferior al
ntmero de subunidades. Los datos, en ﬂﬁmero de grupos hemo por
subunidades, son: 4/8 en 4. braunii, 2/3 tSolomonson et al, |
1975) o 3/3 (Giri y Ramadoss, 1979) en C. vulgaris, 2/2 (Pan

y Nason, 1978) o 1/2 ( Jacob y Orme-Johnson, 1980) en V. cras
sa, 1/2 (Guerrero y Gutiérrez, 1977) en R. glutinis y 2/4 (Not
ton y Hewitt, 1979) en espinaca. Estas observaciénes indican
que las’nitrato reductasas deben estar compuestas por subuni-
dades diferentes, aunque ello no ha podido demostrarse en nin-
glin caso por electroforesis con SDS. Wray et al (1979) han lle
gado a sugerir hasta cuatro tipos de subunidades en el enzima
de plantas superiores. Fernidndez y Cdrdenas (1980), por estu-
dios de complementacidn <n vitro ¢on mutantes de Chlamydomonas
reinhardii, han propuesto la existencia de, al menos, dos ti-
pos de éubunidades: una, responsable de la actividad diaforé-

sa, y la otra, correspondiente a la mitad terminal.

Los estudios sobre el ensamblaje tridiménsional de las
ocho subunidades del complejo enzimdtico nitrato reductasa de
A. braunii, se llevaron a cabo por microscopia electrdnica.
La molécula enzimdtica aparecidé como una estructura abierta
en forma de anillo, donde las ocho subunidades se disponen
ocupando dos planos alternativamente. El procesamiento de una

de las imdgenes 'por superposicién Optica reveld que la molé-
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cula posee una éimetria rotacional de ocho veces. La nitrato
'reductasa de C. vulgaris, también observada al microscopio
electrénico por Giri y Ramadoss (1979), es una molécula apro
ximadamente globular, compuesta por tres subunidades'asimétri

'

cas que se ensamblan formando un tridngulo equildtero.

Debido a la importancia fundamental que la asimilacién
'del nitrégeno inorgdnico tiene para el desarrollo de cualquier
organismo, seria de esperar una alta estabiliaad evolutiva en
las propiedades bédsicas de los enzimas involucrados en este
proceso. Por ejemplo, todas las nitrogenasas de los organis-
mos diazotrdpicos tienen idéntica estructura (Zumft, 1976) y
parecida composicidn de aminodcidos (Eady y Smith, 1979), in-
dependientemente de que procedan de organismos fototréficos 0
heterotréficos, aerdbicos o anaerdbicos, de cianobacterias o
bacterias simbidticas. La glutamina sintetasa, primer enzimg
de la ruta de asimilacidén del amonio, presenta una estructura
‘dodecamérica en procariotas y octamérica en ecucariotas (Pru-
siner y Stadtman, 1973). A peséf de esta diferencia estructu-
Tal, su composicidén de aminodcidos, comparada por métodos es-
tadisticos, hace pensar que un gran nGmero de secuencias homd
logas existe en la glutamina sintetasa de procariotas y euca-

riotas (Kleinschmidt y Kleiner, 1979; Alef et al, 1980).

Es dificil, por tanto, reconciliar la estructura de la
nitrato reductasa de Ankistrodesmus braunii con la de Chlore-

lla vulgaris, rTespecto al nimero y tamafio de sus cadenas poli
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Peptidicas y al nGmero de grupos prostéticos, asi como res-
pectd alla estructura tridimensional de la molécula. Teniendo
en cuenta ademds la estrecha relacidén taxondmica de estas dos
algas verdes (Fott, 1971), se habria esperado una estru;tura:
similar pafa los dos enzimas. Aunque ambas nitrato reductasaé
contienen dos 4tomos de molibdeno, un hecho sin explicacidn
aparente que es comiin entre las molibdoproteinas (Bray Yy
Swann, 1972), el enzima de A. braunii contiene el doble de
flavinas’y hemos por dtomo de molibdeno que ei de C. vulga-
»is. Cuatro cadenas polipeptidicas por molibdeno se encuen-
tran en el enzima de A. braunii, mientras que en ei de C.
vulgaris no hay relacién coherente (Solomonson et al, 1975;
Giri y Ramadoss, 1979). Dentro de este contexto, el enzima de
C. vulgaris se clasifica en el raro grupo de proteinas que tie
nen una estructura trimérica (Klotz et al, 1973).

La inhibicidn por pHMB de la pfimera mitad, <. e. NAD(P)H
‘-diaforasa, del complejo enzimdtico nitrato reductasa de A4.
braunii , se protege especificamente por NADH, indicando no
sélo la existencia deAgrupos sulfhidrilos esenciales para la
actividad enzimitica, sino su participacidén en la unidn del
piridin nucledtido reducido al enzima. Resultados semejantes
se han encontrado en otras nitrato reductasas (Relimpio et «al,
1971; Vega et al, 1972). Estudios recientes en la nitrato re-
ductasa de Neurospora crassa confirman la interpretacidn an-
terior y sugierén la participacidn activa de los grupos -SH en

el flujo de electrones desde el NAD(P)H hasta el grupo pros-
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tético flavinico (Amy et al, 1977).

Los efectos de estimulacidn por FAD de la actividad
NAD(P)H-nitrato reductasa, asi como la proteccidn que ejerce
la flavina frente = la pérdida de la actividad enzimdtica du
rante la purificacién o desnaturalizacién térmica, que se ha
discutido.anteriormcnte, permitiefon asignar al FAD un papel
funcional, y se localizd en la actividad diaforasa del comple
jo nitrato reductasa (Garrett y Amy, 1978; Guerrero et al,
1981). Estas observaciones se han confirmado en este trabajo
para la nitrato reductasa de A. braunii, y se¢ ha visto ade-
‘mds que el FAD se disocia fécilmente de la proteina a la vez
que ocurre una pérdida paralela de la actividad NAD(P)H;nitrg

to reductasa.

Es importante resaltar aqui que la reduccidén del cromé-
foro heminico=de 1la nitrato reductasa de A. braunii por
NAD(P)H requiere qﬁe los grupos sulfhidrilos del enzima estén
intactos y que el FAD permanezca unido al mismo (Figs. 28 y
29), lo que indica que los grupos -SH y el FAD preceden al
citocromo en la cadena transportadora de electrones del enzi

ma.

La reduccidn del citocromo de la nitrato reductasa de 4.
brauniz por NAD(P)H y su posterior reoxidacibén por un exceso
de nitrato, sugieren la idea de una participacidén activa del

crombforo ‘hemo en la cadena d¢ transporte de electrones del



enzima. Resultados semejantes se han establecido en la ni-
‘trato reductasa de Neurospora crassa (Garrett y Nason, 1967),
Chlorella vulgaris (Solomonson et al, 1975) y espinaca (Not-
ton y Hewitt, 1979). No obstante, la localizacién del hemo en
la cadena &étraHSporLe y en la molécula de enzima permanece
sin aclarar. Asi, Fido et al (1979) han sugerido que el gru-
po prostético heminico del enzima de espinaca podria ser esen
cial para la funcionalidad de la actividad diaforasa, mientras
que el hecho de que el citocromo beeo de la nitrato reductasa
de A. braunii sea reducible por ¢l FMN fotorreducido por EDTA
y reoxidable por.nitrato (Fig. 27) indicaria una participa-
cidén del hemo en la actividad terminal del enzima. Por tanto,
es posible pensar que el hemo actfie como nexo de unién entre

las dos mitades del complejo, Z. e. mediando la transferencia

de electrones desde la diaforasa a la terminal.

VLa esenc;alidad del molibdeno para la actividad nitrato
‘reductasa se descubrid hace bastante tiempo: experimentos a
niveles celular y enzimidtico demostraron el pabel clave de es
te metal en la nitrato reductasa y su participacidén en la mi-
tad terminal del complejo enzimidtico (Vega et al, 1971). Sin
embargo, no hay acuerdo acerca de los cambios redox que sufre
el molibdeno durante la reduccidén catalitica del nitrato a
nitrito, a&nque ébdas las molibdoenzimas, a excepcién de 1la
nitrogenasa, en su estado nativo tienen MO(VI) (Bray, 1975).

Basados fundamentalmente en estudios realizados con modelos



quimicos, se ha propuesto que el estado de oxidacidn del
molibdeno cambia de Mo(IV) a Mo(VI) (Stiefel, 1973), de
Mo(III) a Mo(V) (Ketchum et al, 1976) e incluso de Mo(V) a

Mo(VI) (Garner et al, 1974).

Los estudios espectroscépicos por EPR de la nitrato re-
ductasa de A; braunii realizados para intentar detectar algu-
na seflal de resonancia en la regidn cercana a g = 2, atribui-
ble al molibdeno, fueron infructuosos. Esto era de esperar
puesfo qus la especie Mo(VI), tipica de las molibdoenzimas
en su estado nativo, es diamagnética. Asimismo, la reduccidn
con ditionito de la nitrato reductasa de A. braunii no origi-
nd ninguna nueva sefial de resonancia, lo que indicaria que el
molibdeno se encuentra en su estado de valencia IV o algﬁn
otro también diamagnético. Similares resultados han encontra-
do Jacob y Orme-Johnson (1980) con el enzima de Neurospora
crassa, pero consiguieron detectar una sefial a g = 1,97, pro-
‘bablementerdebida a Mo(V) (paramagnético), al realizar una
titulaéién reductiva con NADH. Ellos sugieren la existencia
de Mo(VI) en la preparacién enzimitica nativa, el cual pasa
a Mo(V) durante la titulacidén, y finalmente pasa a Mo(IV)
cuando el reductor estid en exceso.

A la luz de los resultados aqui expuestos, la ruta que
siguen los electrones desde el NAD(P)H hasta el nitrato, a

3

través de la nitrato reductasa de organismos eucaridticos,
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puede esquematizarse de la siguiente forma:
NAD (P)H === ->{FAD--->CitocTomo bgg,--=-> Mo}----+ NO3

Por otra parte, se ha intentado confirmar esta secuencié des-
de un punto de vista potenciométrico. Asi, el potencial nor-
mal del citocromo b557 dé la nitrato reductasa de A. braunit,
zarpH_f,O, fué de -73 mV, ﬁuy préximo al del citocromo del en-
zima de espinacé, -60 mV, calculado por Fido et al (1979). El
potencial redox de la flavina del enzima de A. braunii se in-
tenté determinar-de una forma similaf a la ufilizada para me-
~dir el potencial del hemo, pero debido a la gran absorcidn de
la banda Soret del citocromo en la zona de absorbancia de la
flavina y a la rédpida disociacidén de la flavina unida a la
proteina, los intentos realizados fueron infructuosoé. De cual
quier forma, se puede decir que desde un punto de vista poten
ciométrico el citocromo b557 estd situado detrds del FAD
4(Eé, FADHZ/FAD, a pH 7; = 4220 mV) en la cadena de transporte
de electrones desde el NAD(P)H (E&, NAD(P)H/NAD(P)*, a pH 7,
= -320 mV) hasta el nitrato (E{, NOQ/NO‘, a pH 7, = +420 mV).
No obstante, hay que indicar que el potencial redox de 1la flg

vina unida a la proteina puede ser bastante diferente al de
la flavina libre, dependiendo de la naturaleza de las interac-
ciones entre el enzima y los grupos prostéticos, segln se ha

comprobado en otras flavoproteinas (Mayhew y Ludwig, 1975).



En base a la Composicién y estructura de la nitrato reducta-
-sa de A. braunii vy teniendo en cuenta la secuencia de elec-

trones aqui expuesta, se propone el modelo que aparece en la
Fig. 41 para la distribucidn de los grupos prostéticos entre

las subunidades y el transporte electrdnico.

La regulacidén de la reduccidén asimilatoria de nitrato es
un proceso complejo, y es dificil reconciliar en un mismo me-
canismo de control todas las observaciones encontradas hasta

la fecha. Asi, la idea actualmente aceptada es gue la a

&)
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cidn de nitrato es susceptible de control a varios niveles.

En este trabajo se ha tratado de profundizar en el meca-
nismo de inactivacidén de la nitrato reductasa, haciendo estu-
dios ae interconversién <n vitro con preparaciones puras de
nitrato reductasa, donde la interpretacién de los resultados

puede ser muy concreta.

En primer lugar, se ha visto que el oxigeno se requiere
para llevar a caBo la inactiﬁacién con NADH de la nitrato re-
ductasa de 4. braunii, siendo la velocidad de este proceso
dependiente de la presidn parcial de oxigeno. Similar reque-
rimiento deloxigeno se ha encontrado para inactivar Zn vitro
la nitrato reductasa de Chlorella fusca (Chaparro et al,
1979) y otros enzimas como la nitrito reductasa (Vega et al,
197Sb), xantina 'deshidrogenasa (Betcher-Lange et al, 1979) y

sulfito reductasa (Cohen y Fridovich, 1971). Es importante
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Figura 41. Modelo tentativo de la distribucidn de los
grupos prostéticos y secuencia del transporte electronico en
lLa nitrato reductasa de A. braunii. El esquema-corresponde a
las cuatro .subunidades de uno de los planos, mientras que las

otras cuatro ocuparian otro plano girado 45° respecto a @éste
(ver Fig. 34).



resaltar que todos ellos son flavoproteinas, donde el enzima
Treducido puede interaccionar con el oxigeno y producir H2 2

0 O, etc.

s
En el caéo de la nitrato reductasa de A. braunii se ha
identificado como especie inactivante <n vitro el radical su-
perdxido (05), cuya formacidn en la mezcla de incubacién re-
quiere FAD y la-primera actividad del complejo enzimi-
tico plenamente funcional. Estos resultados supbnen una evi-
dente contradiccién con aquellos otros encontrados en la ni-

trito reductasa de Neurospora crassa (Vega et al, 1975b) vy

.en la xantina deshidrogenasa, otra molibdoproteina, de higado
de pollo (Betcher-Lange et al, 1979), en las que la inactiva-
cidén parece ser que tiene lugar por el agua oxigenada, genera

da durante la reaccién catalitica del enzima con el oxigeno.

El efecto del oxigeno sobre la inactivacidn <n vivo de
‘la nitrato reductasa en algas verdes es més bien controverti
do, Interrumpiendo la aireacidén de un cultivo de células de
Chlamydomonas reinhardii, la nitrato reductasa llegd a inacti
varse completamente en menos de 15 min, probablemente debido
a que-la baja tensidn de oxigenorproducia un aumento en el
nivel intracelular de poder reductor (Losada, 1974). En 4.
braunii la anacrobiosis del cultivo tenfa un efecto mucho me
nor sobre el nivel de actividad nitrato reductasa, comparado
con C. reinhardii, bajo idénticas condiciones (Diez et al,

1977). Pof el contrario, Pistorius et ol (1976) explican el
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requerimiento de oxigeno para la inactivacidn <n vivo de la
nitrato reductasa de Chlorella vulgaris COmMoO un résultado de
la estimulacidén por oxigeno de la formacién de cianuro, el
cual ellos proponen, junto con el NADH, como agente necesario
para inactivaf el enzima. Estas contradicciones pueden déeber-
se a que muchas y muy variadas modificaciones tienen lugar

en las. células cuando éstas sc someten a bajas tensiones de
ingeno, lo que-puede afectar de forma diferente, dependiendo
del organismo, a la actividad nitrato reductasap Sin embargo,
parece estar fuera de dudas que el oxigeno tiene un importan-
te papel en el mecanismo de inactivacién de la nitrato reduc-

tasa.

Es importante seflalar aqui el papel del nitrato, aceptor
fisiolégico de electrones.de la nitrato reductasa, y del cia-
nato, inhibidor competitivo respecto al nitréto, en la inac--
tivacidn del enzima. Ambos compuestos protegen al enzima
frente a su inactivacidén con NADH, lo cual es indicativo de
que la modificacidén que sufre la nitrato reductasa y que con-
duce a su inactivacién, puede ocurrir en un grupo muy cercano

si no en el mismo sitio activo donde se une el nitrato,

Los datos recogidos en la Fig. 38 indican que la nitrato
reductasa &é A. b;aunii se inactiva por una modificacidn per-
manente que conduce a un bloqueo en la cadena transportadora
de electrones del enzima, y localizado en un punto posterior

al citocromo b557, probablemente el molibdeno.
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Por otra parte, la nitrato reductasa de A. braunii se inac
tiva muy rdpidamente por incubacidn con ditionitd y cianuro, he
cho que parece ser comln a todas las nitrato reductasas (Vega
et ai, 18972; Solomonson, 1974; Lorimer et al, 1974; Barea et
al, 1976b), aunque los datos obtenidos en este trabajo ponen en

duda la significacidn fisiolégica del cianuro.

-Para precisar la modificacién que ocurre en la proteina,
asi como los grupos invciucrados en la inactivacién\de la ni-
trato reductasa de A. braunii, se llevd a cabo una titulacidn
redox de este proceso utilizando ditionito y cianuro como sis
“tema lnactivante y no NADH pof las siguientes razones: 1) el
piridin nucledtido introduce los electrones en el enzima al
comienzo de la cadena transportadora de electrones (-SH o FAD)
pudiendo interferir los pptenci&km redox de estbs grupos, ya
que se medirian éstos y no el del‘grupo donde radica la inac-
tivacidn, localizado al final de la cadena transportadora;

'2) el FAD, componente prostético del enzima anterior al hemo
y al molibdeno, se disocia facilmente de la prqteina y es’
aceptor de electrones de la mitad.diaforasa y donador de la
terminal, pudiendo por tanto 'circuitar' el transpdrte elec-
trénico e introducir electrones en el enzima a un nivel dis-
tinto que el piridin nucleétido; 3) el ditionito permite al-
canzar un determinado potencial redox, é la vez que mantener
un equilibrio con los mediadores redox utilizédos en la ti-
tulacidén, con mds facilidad que el NADH. Los resultados obte-

nidos indican que la inactivacidn con ditionito y cianuro de



la nitrato reductasa de A. braunii es un proceso redox que
implica la transferencia de un solo electrdén con un potencial

normal de -50 mV, a pH 7,5.

La reaétivacién in vivo de 1la nitratd reductasa de algas
verdes se consigue completamente, en 1-2 h, al eliminar del
medio-de cultivo el agente inactivante (Losada et al, 1970;
Losada et al, 1973). Sin embargo, poco se sabe acerca del me-
canismo de dicha activacidén. Estudios <n vZtro han demostrado
que la nitrato reductasa inactivaca en condiciones fisoldgi-
cas se reactiva fépidamente por oxidacién con ferricianuro
(Jetschmann et al, 1972; Herrera et al, 1972). Por otra parte,
el ferricianuro es muy eficaz comec agente reactivador de la ni
trato reductasa previamente inactivada por incubacién con
NADH solo(Moreno et al, 1972; Herrera et al, 1972), NADH =y
ADP (Maldonado et al, 1973) o NADH (o ditionite) y cianuro
(Vega et al, 1972; Garrett y Greenbaum, 1973; Solomonson,
'1974), siendo su efecto précticamenté instantidneo. La presen-
cia de nitrato en la mezcla de incubacién con el enzima inac-
tivo permite una recuperacidn significativa de la actividad
nitrato reductasa, en un proceso dependientedel tiempo (Mo-A

reno et al,1972: Herrera et al, 1972).

Por otra parte, el citocromo ¢, aceptor-de un solo elec-
trdon de la mitad diaforasa del enzima, es prdcticamente iner-

te como agente reactivante, igual que el DCPIP. E1l ferricia-



nuro (E§ = + 410‘mV) es considerablemente mis électropositi—
vo que los otros dos (E& = +260 mV) y esta diferéncia podria
ser importante. Ademds, el citocromo ¢ debe tenér estéricamen
te dificil acceso aI sitio de regulécién del enzima, siendo
practicamente imposible una interaccidn directa metal-metal.
Por otra parte, el DCPIP es un aceptor que probableiiente ne-

cesite protonacidn simultinea.

La reactivacidén del enzima inactivo también pucde ser

(¢}

llevada a cabo por ciertos complejos trivalentes de manganeso,
tales como el pirofosfato mangdnico (Funckhouser y Ackerman,
1976), o también por complejoé de Mn(IIi) producidos por clo-
roplastos iluminados o por sistemas de peroxidasa (Maldonado
et al, 1980). El hecho de que el Mn(II1) y el ferricianuro,
agentes oxidantes que intercambian un solo electrdn, se com-
porten con'igual eficiencia como reactivantes de la nitrato

reductasa puede ser bastante significativo.

El efecto del nitrato como posible oxidante-reactivador
de la nitrato reductasa de 4. brauni? previamente inactivada
por NADH se ha estudiado en este trabajo. Los resultados obte
nidos indican que el nitrato puede ser un buen candidato como
sustituto fisiol6gico del ferricianuro y del Mn(III), ya que
el énzima recupera su actividad original cuando éste se incu-
ba con nitrato. Es importante sefialar que las condiciones anag
rébicas mejoran sensiblemente la reactivacidén por nitrato del

enzima inactivo, aunque no llegue a ser tan eficiente como el



ferricianuro. Por otra parte, la luz azul se ha demostrado
‘que tiene un impoxtante efecto sobre la reactivacidn de la
nitrato reductasa (Aparicio et al, 1976). Todo ello sugiere
que ademis del nitrato puedé haber otros factores inVolgcra—t
dos en la reactivacién im vivo dé la nitrato reductasa. De
cualquier forma, el nitrato parece jugar un importante papel
fisioldgico yé sea estabilizando la nitrato reductasa e impi-
diendo su inactivacidn o ya reactivando el enzima una vez que

la inactivacidn ha ocurrido.

Para tratar de averiguar la modificacibén que ocurre Yy
los grupos involucrados durante la interconversi6én de la ni-
trato reductasa de A. braunii, se realizd una titulacién re-
dox dgl proceso de reactivacidén con ferricianuro. Los resulta-
dos obtenidos permiten concluir que la reactivacién del enzi
ma inactivo es un proceso que depende del potencial redox de
la solucién seg@in una curva de tipo sigmoidal, lo que indica
‘claramente que se trata de un proceso de 6xido-reduccidn. La
reactivacidn, por tanto, supone la oxidacidn de algﬁn grupo
del enzima que requiere un solo electrdn y cuyo potencial
normal es +230 mv. Idénticos resultados se obtuvieron indepen
dientemente de que el enzima hubiera sido inactivado con NADH
en aire o con ditionito y cianuro. Asi pues, la modificacidn
que tiene lugar en la nitrato reductasa cuando ésta se inac-
tiva con NADH y 02 o con NADH (c¢ ditionito) y CN  es idéntica,
si nq«similar, é implica probablemente la reduccién por NADH

o ditionito de algin grupo funcional del enzima. La funcidn
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del radical supéréxido, en un caso, y del cianuro, en otro,
'seria simplemente interaccionar con el grupo ya reducido y
formar un complejo estable ¢ inactivo. No obstante, cudl de
los dos agentes, si el superdxido o el cianuro, es el reacfij
VO estabiliiante del enzima reducido <n v<vo permanece sin

*

aclarar.

El hecho de que ambas titulaciones, reductiva y oxidati
va, requieran la transferencia de un solo electrén indica que
la especie inactiva de la nitrato reductasa no sc trata de
una forma 'sobrerreducida' del enzima, como hasta ahora se
habia propuesto (Chaparro et al, 1979; Coughlanet al, 1980).
Por otra parte, al tratarse del intercambio de un electrédn,
la inactivacién de la nitrato reductasa no puede ocurrir por
roturé de algln(os) puente(s) disulfuro (-S-S-) de la proteina
ya queveste proceso requeriria un minimo de dos electrones
(Palacién ei al, 1974; Moreno y Palaciidn, 1974). Asi pues,
-considerando que el grupo responsable de la interconversidn
de la nitrato reductasa se encuentra al final de la cadena de
transporte, que ya anteriormente por otros autores se habia
sugerido el molibdéno como el punto de regulacidén, que dicho
grupo acepta un solo electr6n al inactivarse, que la inactiva
cidn requiere‘superéxido 0 cianuro como agentes estabilizan-
tes de la forma reducida del enzima y que el molibdeno en el
enzima nativo se encuentra en el estado de valencia VI, se
probone el esquema que aparece en la Fig. 42 para explicar
el mecanismo de interconversidén redox de lé nitréto reductasa

de A. brauni<.



CN™

[

NADH Enz{MoV)
- \\

Enz{McV)-CN~
Enz(MoVI) | Enz(MoV)-0;~
forma activa ‘ formas inactivas

LA
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Ya anteriofmente se habia propuesto que en el molibdeno
radicaba la regulacidén del enzima nitrato reductasa. De hecho,
la inactivacién con NADH y cianuro propuesta por el grupo de
Vennesland supone que el cianuro se une al molibdeno del eh-:
zima previémente reducido por el NADH. Asi, Solomonson et al
(1975) determind que el nlimero de sitios de unidén de cianuro
al enzima de Chlorella vulgaris coincidia plenamente con su
contenido en molibdeno. Basado en estos datos y en que las
sefiales de EPR debidas alMo(V) desaparecen répidamente en pre

T
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sencia de NADH y cianuro (Solomonson, 1578), el grupo de
witt en Bristol (Inglaterra) ha propuesto un mecanismo para

la inactivacidén de la nitrato reductasa segln el cual la espe
cie inactiva se trata de un complejo estable de Mo(V)-CN (He
witt et al,1979; Hewitt y Notton, 1980). Por otra parte, Cou-
ghlan et «l (1980) sugieren que todas las molibdoenzimas capa-
ces de ser inactivadas por cianuro sufren una 'sobrerreduc-
cibén' de sus centros de molibdeno por debajo de los niveles
‘normales durante la catdlisis. Segin estos autores, la unién
de cianuro al molibdeno parcialmente reducido (valencia V o
IV) facilita su posterior sobrerreduccidn (valencia III o II),
estado que persiste aln en la ausencia de cianuro unido. Esta
ﬁltima afirmacidén estid en evidente contradiccidén con los re-
sultados de Lorimer et al (1974), quienes encontraron que la
nitrato reductasa inactiva de C. vulgaris contenia cianuro
que era disociado al reactivar el enzima con ferricianuro. EL

mecanismo aqui propuesto indica que la especie inactiva de la
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nitrato reductasa de A. braunii se trata simplemente de una
forma reducida del molibdeno del enzima en su estado de valen

cia V, y estabilizada por superdxido o cianuro (Fig. 42).

Un hecho importante que hay-que tener en cuenta enllo
concerniente a los estudios potenciométricos realizados sobre
la interconversidn de la nitrato reductasa de A. braunii, €s
que el potencial normal encontradc para el proceso de inacti-
vacion (titulacidn reductiva) es notablemente menor que el
del proceso de reactivacidn (titulacién oxidativa). Esta dife
rencia puede tener Gnicamente dos explicaciones: 1) el grupo
qU@fﬁieétﬁ'titULﬂﬁO es distinto en ambos casos; y 2) el grupo
redox es el mismo, pero en la inactivacién sufre alguna modi-
ficacidn que hace que su potencial de reoxidacidén sea distin-
to.ADé acuerdo con la primera hipdtesis, el reductor (ditioni
to) introduce los electrones en el enzima a un nivel distinto
del molibdeno y luego, por la cadena de transporte del enzima,
1legarian al molibdeno. La entrada de electrones en el enzima

podria ser el citocromo b cuyo potencial redox (Eé, pH 7,

5577

= -73 mV) es muy parecido al determinado para el proceso de
inactivacion (ES§, pH 7,5, = -50 mV). En el caso de que el re-
ductor fuera el piridin nucledtido reducido, la via de entrada
de los electrones en el enzima serian los grupos -SH o el FAD.
Al reactivar con ferricianuro el enzima inactivo, el potencial
de +230 mV calculado corresponderia al del par Mo(V)/Mo(VI).
De écuerdo con Ta segunda hipbtesis, esquematizada en la Fig.

43, el ditionito le daria los clectrones directamente al molib
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Figura 43. Hipdtesis propuesta para explicar la diferen-
eia encontrada en los potenciales redox de los procesos de
inactivacidn y reactivacidn de la nitrato reductasa de A. brau
nii. A
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deno, siendo el potencial normal del par Mo(V)/Mo(VI) iguall
‘a -50 mV. El posterior acomplejamientc con cianu%o de la for-
ma reducida del par redox haria que é€sta disminuyera su ten-
sidn de electrones; con lo que el potencial normal del nuevo

par Mo (V)-CN"/Mo(VI) seria +230 mV.

Cammack et al (1976) han encontrado que en la flavomolib-

doproteina xantina oxidasa, el ditionito interacciona con el

enzima oxidado al nivel de la flavina, la cual es la via de

cntrada de los electrones hacia el molibdeno.. De hecho, el

w

equilibrio del mdlibdeno,con los mediadores redox se alcanza
‘mucho mds lentamente que lo hacen el FAD o el centro sulfofé-
rrico del enzima. Tgualmente, la reduccién de la xantina deshi
drogenasa, otro flavomolibdoenzima, por un exceso de.ditionito
ocurre en varias fascs, siendo bastante lenta la Gltima de
ellas (NiFhaoldin yCoughlan, 1979). Bray et al (1975) explican
esta fase lenta en base a que el ditionito interacciona con

el enzima en el sitio de la flavina y, una vez alojados 4e del
total de 6e necesarios para reducir completamente el enzima,
los dos Gltimos entrarfian con mds dificultad al haber muy poca
flavina oxidada disponible para recibir electrones. Estos re-
sultados apoyarian la primqra de nuestras hipdtesis, segin la
cual el ditionito no seria capaz de interaccionar directamente
con el molibdeno de la nitrato reductasa de 4. braunii y, por
tanto, los electrones entrarian a nivel de hemo para llegar a
los centros de molibdeno. El hecho de que Jacob y Orme-Johnson

-

(1980) hayan encontrado que la reduccifén del citocromo b557 de



la nitrato reductasa de FNeurospora crassa y la apariciodn de
sefiales de resonancia (EPR) debidas a Mo(V) ocurren a simila

res potenciales redox corroboran nuestros resultados.

El potencial fedox del centro de molibdeno de la xantina
oxidasa es mucho mds negativo én el desulfoenzima (enzima in-
activo) que en el enzima funcional (Cammack et al, 19706). Asi,
la conversidn de la xantina oxidasa en su forma inactiva por
el cianuro hizo que el potencial del par Mo(V}/Mo(VI) pasara
de "-355 mV a‘~440 mV. Por otra parte, la unidén selectiva de
algﬁn tipo de i6n por el Mo(V) hacia que el potencial del par
Mo (V) /Mo (VI) fuera mids positivo, a la vez qué incrementaba la
velocidad de reducéién del molibdeno. Esto explicaria el he-
cho de que el potencial de dicho par fuera distinto segln el
tampén utilizado (Cammack et al, 1976). De acuerdo con estas
observaciones, el molibdeno de la nitréto reductasa de 4. br@g
niz se comportaria de una forma similar: la unidn del Mb(V) a
.cliertos iones, como el cianuro o el superdxido, haria que el
potencial del par Mo(V)/Mo (VI) fuera mis positivo, pasando de
—SOAmV a +230 mV. De cualquier forma, nuestros resultados no
nos permiten decir cGal de las dos hipdtesis aqui citadas es

la correcta.

. E1 potencial de 6xido-reduccidén del molibdeno se ha medi
do por titulaciones potenciométricas y medidas cuantitativas
del Mo(V) por EPR, en la nitrato reductasa disimilatoria de

Escherichia coli y en otros enzimas. La Tabla XVI, donde se



TABLA XVI

POTENCIALES DE OXIDO-REDUCCION DEL MOLIBDENO EN ALGUNOS MOLIBDOENZIMAS

Enzima Reaccibn E§ del par qué Par redox . Ed (mV) " Referencia

catalizada interacciona con

el molibdeno (mV)

Xantina Mo (V; /Mo (VI) -355 " Cammack et al
oxidasa xantina -+ dc. urico ~-440 Mo-(IV) /Mo (V) ~355 1976
Desulfo-
xantina - - - - Mo (V) /Mo (VI) . 440 Cammack et al
oxidasa Mo (IV) /Mo (V) ~480 1976
Sulfito Mo (V) /Mo (VI) +117 Cramer et al
cxidasa sulfito -+ sulfato -454 Mo (IV) /Mo (V) -110 198¢
gg?;;gio- . . : MO(Vl/MO(VI) -350 Barber et al
genasa Xantina - éc. ﬁrlco -440 Mo (IV) /Mo (V) ' -362 1977
Nitrato ’
reductasa _ Mo (V) /Mo (VI) +220 Vincent,1979
disimilatoria nitrato - nitrito +420

Mo (IV) /Mo (V) +180
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, recogeﬁ los valores obtenidos, muestra que la nitrato reduc-
tasa de F. aoZi’es un enzima andmalo comparado con otras mo-
libdoproteinas. El potencial redox de la reaccién ca&alizada
por el molibdeno es extremadamente bajo en todas las molibdo-
proteinas, a excepcidn de la nitrato reductasa donde es bas-
tante mds alto. Es importante destacar que, a pesar de esta
anomalia,‘el potencial redox del‘par nitrito/nitrato se co-
-rresponde con un alto potencial del molibdeno en la nitrato re-
ductasa. Por otra parte, y por analogia con el'valof de +220
mV calculado por Vincent (1979) para el potencial del par Mo (V) /Mo (VI)
en la nitrato reductasa disimilatorié, el valor de +230 mV en
contrado al realizar la titulacién oxidativa de la nitrato re
ductasa de 4. braunii podria corrésponder al del par Mo(V)/

Mo(VI) en este enzima.

De cualquier forma, es importante destacar la gran varia
bilidad del petencial de dxido-reduccidén del molibdeno, de-
_pendiendo del enzima donde se encuentre. No hay duda de que
esta variabilidad responde a una diferencia en el ambiente
que rodea al metal, lo que hace dudar del exacto Significado
de que el cofactor de molibdeno es ‘comGn' para todas las mo-
libdoproteinas, a excepcién de la nitrogenasa (Nason et al,

1971; Pienkos et al, 1977)



V. CONCLUSIONES
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La\nitrato reductasa de Ankistrodesmus braunit se ha puri
ficado hasta homogeneidad electroforética por un método ba
sado fundamentalmente en la cromatografia de afinidad con
azul-Sefarosa. Las preparaciopes enzimdticas obtenidas pré
sentaban una actividad especifica de hasta 80 U/mg, lo que
supone una purificacidén de unas 1.600 veces y una recupera

cién del 30% aproximadamente, respecto al extracto crudo.

La actividad NADH-nitrato reductasa presenta un mecanismo
Cinétiéb del tipo ping pong bi bi. Por otra parte, el nitri
to da lugar a una inhibicidén de tipo no compoetitivo respec
to al NADH, lo que hace pensar que al final del ciclo cata-
litico hay una isomerizacién del enzima para regenerar la

especie original.

La NAD(P)H-nitrato reductasa de 4. braunii es un complejo
enzimdtico de peso molecular 467.400, compuesto por ocho
subunidades de 58.750, las cuales se disponen en forma de
anillo ocupando alternativamente dos planos diferentes. La
molécula presenta , por tanto, una simetria rotacional de

ocho veces.

El complejo enzimdtico posee como grupos prostéticos 4 molé
culas de FAD, 4 citocromos del tipo b557 y 2 dtomos de mo-
libdeno. Estos tres componentes participan secuencialmente

en el transporte de electrones desde el piridin nucledtido
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reducido hasta el nitrato, scgin el siguiente esquema:

A SR 3 —— 1t 7 - 10 - - 10°
NAD(P)H --+ FAD it bgp, --> Mo --> NOJ.

La actividad énzimética de la nitrato reductasa se encuen-
tra regulada por 6xido-reducci®n. La inactivacidén del enzi
ma se consigue por incubacidn aerdbica con NADH; siendo en
este caso esencial la participacidén del radical superdxido,
o bien con ditionito y’cianuro, La actividad enzimdtica se
recupera por oxidacidn con ferricianuroe (en~seguhdos) 0 con

nitrato {en horas).

La interconversitn de la nitrato reductasa es un proceso
redox en el que se¢ intercambia un sclo electrdn, siendo -50
mV el potencial normal, a pi 7,5, del proceso de inactiva-

cidén y +230 mV el de 1la reactivacidn.

El centro de regulacidn estd localizado al final de la ca-
dena transportadora de electrones del enzima, probablemente

en el molibdeno.
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