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1. INTRODUCCION




La gran Importancia blol8glca del metabolismo del
nitrégeno Inorgdnico radica en el hecho de que la fuente
de nltrégeno para todas las formas de vida existenteses,

en Gltimo término, el nltrégeno Inorgénlco.

Nason (1962) ha expuesto la ldea de que la cvd§a~
ci8n de los sistema bloldgicos se ha resuelto segin unn”ﬁg
!aciéninutrlatonn! determinada entre los organismos dan¥
respecto a la capaclidad de utillizacisn de las d!f«rea:§¢
formas de nitrégeno. Asf, pricticamente todas las plantbs
y muchos microorganismos -gque son capaces de transformar
ln:‘éfferanttn compuestos oxlidados Inorgénicos de alér&gq*
no en sus formas més reducldas, esto es, amoniaco y grupos
amino- representarfan la base de una pirémide ecolSglca tl
plea. Dependientes de esta base, se encontrarfan todas las
demis formas de vida -tales como determinados microorganis
mos y virtualmente todos los animales, Incluyendo al hom -
bre- que cubren sus requerimlentos de nitrSgenc toméndole
exclusivamente como nitrégeno orgénlico o amonlfacal, ¥Ya que
son Incapaces de transformar los compuestos més oxldados

de nitr8geno Inorgénico hasta este nlvel.
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El metabolismo del nitrégeno Inorgdnico en todas
sus diversas facetas ha sido objeto de ampllas rav!siééisv
(Nason y Takahashi, 1958; HWason, 1962; ?ahnhashlygﬁ;gig,‘
1963). Aquf, sin embargo, s8lo conslderaremos el asp#éta
de la reduccién bloldglca del nitr8geno nftrico como édia
pari%cniar del ampllo campo del metabollismo de! uitr&ggée
Inorgénico, va que el tema de esta Tesls se centra sobre
el punto concreto de la reduccién del nitrato con f!#ﬁi

asimilatorios en bacterlas.

El nitrato, es por su gran abundancla -excepcidn
hecha del nitrgeno atmosférico, que s8lo puede ser utll]
zado por un nimero reducido de organlsmos~ la forma nxfdg"
da de nitrégeno inorgénico que utilizan las plantas y &!*
gas verdes, asl como otros microorganismoes que poseen la
facultad de reducirlo. Existen dos diferentes t!po!-do~r£’

ducciSn de nltrato (MNason, 1962; Takahashi et al., 1963):

a) reduccidn disimilatoria de nitrato o reduccin respl -

ratoria de nitrato y b) reduscién asimilatorla de nitrato

o asimllacién de nitrato. En la reduccién respiratoria de

nitrato, que tlene lugar en diversos microorganismos bajo
condiclones anaerdbicas o semianaer8blicas, el nitrato se

utiltiza como aceptor terminal de electrones de la cadena
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resplratorla, sustituyendo al oxfgeno en este aapni;,!es
distintos productos resultantes de su reduccidn (nitr!to;
nitr8geno Qatecufar, amonfaco, oxldo nftrico, oxido ni " u
troso, ete.) no son utllizados por !a:fei!u!as,¢y‘n§fﬁai
mente se excretan al medlo. En la reducci8n asimiiltérfh ‘
de nitrato, que tiene lugar en muchos organlismos oqrﬁb¥é 
cos, el nitrato se reduce hasta amonlaco, que es utiliza
do posterf&raente para la blosTntesis de los eoant!tu?ag“~
tes celulares nitrogenados, como son, fundamentalmente,

las protefnss y los &cidos nuclélcos.

El proceso de la reduccién a:ti!!atori& de nitra~
to en organlsmos fotosintéticos se encuentra en estos mo-
mentos en una fase muy avanzada de estudlo -tanto 2 nivel
celular como a nivet bioquimico~ (Losada, 1972), asf como,
tamblén se conocen bastantes aspectos de este procasoc Qn}“
hongos y levaduras que asimlilan nitrato (Nason et al.,
1954; Sllver, 1957; Nicholas et al., 1960; Plchinoty y Mé-
ténler, 1966; Pateman et al., 1967; Cook y Sorger, 1969;
Garrett y Nason, 1969; Downey, 1971; Garrett, 1972; Rlvas
et al., 1973). En contraste con la asimlilacidn de nitrato
en el relno vegetal, poco se sabfa hasta la fecha sobre

el sistema reductor de! nitrato en bacterlas asimiladoras
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de nitrégenc nftrico (Nason, 1962; Takahashi ggﬂgi.;(1963§

Hewitt y Nicholas, 1964), lo que expllica el interés bx!s*,}
tente en aclarar el mecanismo del proceso en cstns;miaréag’
ganismos, Esto ha motlvado el estudio en la baettt!a~§gg} |

tobacter chroococcum -tanto a nivel celular como subcelu =

lar y enzim8tico~ del sistems asimilatorio reductor del nL’
trato; Ias,rssuitados obtenldos y la iatarprnttctSQVVfdts~‘
cusi{dn de los mismos constituyen el trabajo que aqul se 7

presenta.

La reducci8n asimilatorie del nitrato a unoa!acb
en tejidos fotosintéticos ocurre en dos diferentes esta-
dios, ninguno de los cuales requlere ATP nl compuestos de
carbono (Losada, 1972). En primer lugar, el nitrato se r¢~k
duce a nitrito en una reaccién que Implica la transferen ~
cia de dos electrones, catallzads por la nitrato reductasa.
A continuaclidn, el nitrito se reduce a amonlaco en una
reaccidn donde se transfieren sels electrones, catallzada
por la nitrito reductasa. De manera I1déntica tiene lugar

la asimilacién de nitrato por hongos y levaduras.

En este trabajo, hemos mostrado que, en la bac~

terla A. chroococcum la reduccién asimlilatoria de nitrato
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a amonlaco transcurre segln un mecanismo anflogo al ante-
riormente descrito, lo que supone la existenclia de un mo-
delo universal para todos los organismos que utf%liin‘n!

nitrato con flines asimilatorlos.

La nltrato reductass de organigmos fatasidﬁﬁti*'
cos ha sido caracterizada exhaustivamente en tbsfﬁiiimos
ahos, hablendo slde clasificada como u&bn«attrazby?iﬂéeig
sa (Hewltt y Nicholas, 196h; Beevers y Hageman, !959{1‘
Kessler, 1971; Losada, 1972). A excepcién de la &:ytetfl
cldad para los plridln nuaieétldns, la Hanﬂ*nitr-td,idﬁag
tasa de células verdes (Relimplo et al., 1971 a; Jitaeh -
mann et al., 1972; Moreno et al., 1972) parece ser muy s}
milar a la NADPH-nltrato reductass de levaduras y hongos
asimiladores de nitrato (Siiver, 1957; Plchinoty ¥ nﬁti‘b
nler, 1966; Garrett y Nason, 1969; Downey, 1971; Rivas
et al., 1973). La NAD(P)H-nitrato reductasa de plentas en
;antido ampllio es un complejo enximftico adaptativo de al
to peso molecular con, al menos, dos diferentes ictlvfda*
des, las cuales participan secuencialmente en la transfe-~
rencia de electrones desde e! NAD(P)H al nitrato: la pri-

mera es una NAD(P)H diaforasa dependiente de FAD, que pus



de utliizar difersntes compuestos oxldados (tales eaud ¢i 
cltocromo ¢) como éaaptarcs de elsctrones, y la segunda '
es la molibdoprotelna nitrato reductasa terminal, también
denominada !nuzwnttrata'raéaceasa por su capacidad para ;’
utfilzar flavin nucledtidos (o viol8genos) reducidos, co~
mo donadores de electrones, Ambas u¢tlvldad¢s_sc'af¢¢tin '
de distinto modo por diferentes tratamientos e inhl&i#a -
res selectivos; en general, ls actividad diaforisica es
muy sensible al calentamiento y a la accién de ronctivo:'
que se unen a los grupos -SH, mientras que la nitrato r‘;,
ductasa tefninal:nueée sar Inhibida por compuestos nao§5~v
plejantes de metales tzumft’gs;gi}, !3?0; Rellmpio gﬁ*gl;,

1971 a; Vega et al., 1872).

Los datos acerca de la nitrato reductasa en bac-
terlas que reducen nitrato con fines asimilatorios eran
bastante exiguos y han sido racog!dns.pur Nason (1962), Ta
kahashi et al., (1963) y Hewitt y Nicholas (1964), Una ni-
trato reductase soluble, obtenida de células de Escheri-
chla coll estirpe B, que, presumiblemente, asimilaban ni-
trato, fué puriflcada por Nicholas y Nason (1955); el en-

zima era una metaloflavoprotefna que aceptaba elsctrones
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del NADH, con FAD como grupo prostético y con molibdeno co=
mo probable componente metdlico. Taniguchi y Ohmachi (1960)

aislaron de células de Azotobacter vinelandil ¢f0¢3dl$f§ﬁ

nitrato una NADH-nitrato reductasa que se encontraba aiec{g
da a ﬁartfaulas y conecteda 2 un sistema faartencaiiﬁiiéﬁht
co. La acttvidad de esta preparacién de NABB~n!tr¢ta radun~
tasa se tnhibf: por el exfgeno y s¢ estimulaba unas das ve=
ces por la adicidn de FAD o FMN, aunque las flavtﬁal,nﬁgzs~
alan efecto cuando el donador de electrones era el §§ﬂ1~N£~
lo reducido. La actividad terminal era sensible i~lx tz}dn
y al clanuro, sugiriendo la existencia de alglin metal §csa*
do como constituyente del! enzima. Excepto por su naturaleza
particulada y el efecto Inhiblidor que sobre su actividad

ejerce el oxlfgeno, la nitrato reductasa de A. vinelandl| se

asemeja bastante a la de hongos y plantas superiores, sien
do aparentemente de tipo asimilatorio, ya que en su actua-v
¢ién no participan ninguno de los citocromos unidos a las

partfculas y asocliados con la NADH-oxldasa.

En este trabajo se ha hecho un estudio de los dona

dores de electrones y cofactores para la nitrato reductasa

de A, chroococcum, as como de los inhibidores de esta jct@
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vidad, eacontréndose sensiblas diferenclas con respecto a
la NAD(P)H-nitrato raduciasa de organismos fotosintdticos

y hongos.

E1 enzima que cataliza el segundo paso de la re-
duccidn asimilatoria del nttrata. esto es la raducaldn
del nitrito & amoniaco, en algas y plantas superfores se
ha carscterizado en detalle durante los Gltimos allos, ha=
biéndose clasificado como ferredoxina-nitrito reductasa
(Beevers y Hageman, 1969; Hewlitt, 1970; Kessler, 1971; kg'
sada, 1972). La nitrito reductasa purificada hasta homogs
neldad a partir de células de diferentes organismos foto-
sintétlcos (Chlorella, hojas de espinaca y hojas de cala-
baza) contiene dos &tomos de hlerro en forma no hemfnice
por molécula de 63.000 daltons, y parece no ser una flavo
protefna (Losada y Paneque, 1971; Cérdenas st al., 1972 a,
b; Zumft, 1972). Por otra parte, el enzima alslado de los

hongos asimlladores de nitrato Neurospore crasss (Nason

et _al., 1954; Nicholas st al., 1960) y Torulopsis nitrato-

phila (Rivas et/uig, 1973) ha sido caracterizado como una
NAD(P)H-nltrito reductasa que requiere especlfflicaments FAD

y parece tener algunos componentes metdlicos,
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B Como en el caso de la nltrato reductasa, pocos son
los datos aportados hasta ahora acerca de las prpptcdsdey
de la nitrito reductasa de bacterlas asim!ladoras de n!£ra~
to (Nason, 1962; Tekahashl et al., 1963; Hewltt y Nicholas,
1964). Spencer et al. (1957) encontraron en extractos de

Azotobacter vinelandi! wun sistema :o!abis'q«a‘raéscfQ'nxu

trito e hidroxilamina utllizando pliridfn nucledtidos re-
ducidos como donadores de electrones, y que requerfa la
adlicidn de flavin nucledStidos para alcanzar la sctividad
méximas, Estudlos con [nhiblidores indicaban que aita'iite
tema tenTa un componente metélico esencial para la &ﬁf!#}-
dad. E1 producto de la reducclién del nitrlto por ¥b§'§x~
tractos se ldentiflicéd como amonlfaco, alant?as que no p&dn
establecerse cual era el producto resultante de la reduc~
cién de la hidroxilamisa. En c§lulas de la estirpe Bn de

Escherichia coll obtenidas de cultivos sin agltacién y con

nitrato como Gnica fuente de nitrégenc se han locallzado,
por lo menos, tres nitrito reductasas que reducen el nitrl
to {y la hidroxilamina) a amonfaco {(Lazzarinl y Atkinson,
1961), aunque s6lo el enzima especlfico para el NADH pare-~
ce ser responsable de la reducclén fisloldgica da ﬁitrite

(Kemp y Atkinson, 1966). Zarowny y Sanwall (1963) han ob~
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servado también la existencia de una RABH*nitrfte'f§#&¢t3~
sa en extractos de células de E, coll K-12 crecldas con n}
trato como fuente de nitrégeno. Prakash y !adana'(!312)

han obtenido reclentemente de Achromobacter f!thiri::#%tl«

v;do Qn‘nitrato con bajas tenslones de oxfgaao,‘ani?hgmn -
protefna que catalizaba la reducclén de n!trito,(t‘hiaroxi
lamina) a amonfaco; sin embargo, estos autores nb*?iﬁgaran
a demostrar que el enzima desempefase ninguna fua;téﬁjbto»

sintética.

En este trabajo se han estudlado tamblé&n diversas
propledades de la nitrito reductasa asimilatoria de A,

chroococecum. Los resultados obtenldos Indican que este en~

zima es bastante semejante al correspondlente de hongos,
difiriendo sensiblemente en algunos aspectos de la ferredo

xina-nitrito reductasa de algas y plantas superiores.

| La esenciallidad del molibdeno como e!cacnta(tra -
2a da primordial Importancia en la reduccifn del h}tfépcne
Inorginico se conoce desde hace mfs de 40 afos. Bortels
(1930) Indicd ya la Importancia de este metal en el proce-
so de la fljJacién del nitrégeno gaseoso, praelandentn en la

bacterla A. chroococcum, que es el organismo utflizado en
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el presente trabajlo.

La funcién bloquimica del mollbdeno no s¢ f}gfta,
sin embargo, a su p@pn! en la fijaclén 4e!n3§r§y§§c‘wa¥n§
c#lar, sino que fntaﬁvlann tambi&n en la as!ml!igl&#,darn!«
trégeno nfTtrico. La primera prueba de que el nalibdtéa es
esencial para la asimilacién del nitrato se debe a Stein-

berg (1937), quien puso de maniflesto el requerimlento ab-

soluto de este ollgoelemento por Asperglillus nlggg,‘pcrc’
sdlo ¢uando el hongo crece en medlos con n!trnto’y ﬁo cuan~
do utiliza amonlaco como fuente de nlitrégeno. ﬁtﬁd#‘gntan*
ces, muchos Investigadores han demostrado gue este n#tal

es Indispensable para un gran ndmero de microorganismos y
plantas (Mewltt, 1963; Nason y McElroy, 1963). En las algas
cloroffcess Chlorella (Walker, 1953) y Scenedesmus (Arnon
et al., 1955; ichloka y Arnon, 1355), la funclén de! mollib-
deno se limita exclusivamente a la reduccidn del nitrato,
ya que ol metal deja de ser Indispensable pars el aric!m!cg
to celular cuando se utilfza amonlaco o urea como fuente de

nitrégeno,

La Inhibicibn competitiva y especTfica del tungs~

teno frente al mollibdenc ha permitido profundizar miés en
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el conocimiento del papel del mollbdeno en la asimilacién
del nitrégeno Inorgénlco. Higgins et al. (1956) encontra-
ron que el tungsteno es Inhibldor competitive da!vnolthdgy

no en Aspergillus niger cuando el nitrato es la dnica

fuente de nttr&gana. Experimentos slm!!arct en Azotobac-~

ter vinelandl}i {Keeler y Varner, tss?, Takahashl! y uasou,

1957) demostraron que el volframio complte con qt.ne}ihdg
no tanto en la fljacién de nitrégeno molecular como en la

uttiizaclién del nltrato,

Estudifos a nivel celular y cn:iuittce, que inelu~
ven la utilizacién de tungstato y el empleo de rndiul:&to*'
pos, han permitido concluir que en Chlorella (Apariclo 35
al., 1971; Cérdenas et al., 1971; Vega et al., 1971; Pane-
que et al., 1972) y en plantes superiores (Helmer et al.,
1969; VWray y Filner, 1970; Notton y Hewltt, 1971 a,b) el
molibdeno es un componente esencial de la nitrato reducta-

sa de estos organismos, Tamblién en Neurospora se tenfan

evidenclas de la asoclaclién del molibdeno con la actividad
nitrato reductasa (Garrett y Nason, 1367; Garrett y Nason,
1969).
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~Sobre la nitrato reductasa de bactqrias no existian
experimentos concluyentes que demostraran la éarticiéssiﬁn
del molibdeno en su sctividad. Los estudlos con inhibldores
han sugerido la participacién de algln metal en la actividad
del enzima de distintas especles, metal gue en muchos casos
se he Interpretado como mollbdeno, quizés por establecer una
similitud con la nitrato reductasa de hongos ¥ orgnai:éei fo
tosintéticos. La escasez de resultados duf!aiﬁtvﬁs a,atté‘
ta:pa:ta nos ﬁu llevado a 1a reallzacién de experimentos que
domuasgrn# la Intervencisn del mollbdeno en la reduccién en-
zimftica de nltrato a nitrito, aclarando también la naturele
za del efecto Inhibidor del tungstenc en la aala!iaﬁlsnféai

nitrato por la bacterfa A. chroococcum,

Con respecto a la posible participacién del hlerro
en los enzimas del sistema asimilador de nitrato en céiulas
fotosintéticas, se habfa sugerido su funciln como constitu-~
yente de 1a nitrito reductasa, aunque las evidenclias de gue
gse disponfa haste hace poco eran muy dudosas {Beevers y Ha~-
geman, 1969; Hewitt, 1970). Hucklesby et al. (1370) presu~-
m!ernnrqua el enzima de Chlorella, calabaza y espinaca de-
bfa aontcher’htarra, baséndose en el efecto que el clanuro

y otros Inhibldores de acciln més especifica sobre este me~



tal tenfan en la actividad nitrito reductasa de estos a§§n~
nismos. El que las defliclienclas de hlerro en calabaza y
Chlorells se tradujesen en una disminuci8n de su capacidad
para reduclr el nitrito, indujo a Kessler y czygan’(is§8)

a considerar el posible contenido en hierro del catiml:rﬁﬂ

ductor de nitrito en estas especles. Tamblén en uéﬁfﬁqpara,

Nicholas et al. (1960) llegaron a proponer, auﬁqut‘;}a 
pruebas muy evidentes, que este metal era ﬁonpa»cnt&,djylu
nitrito reductasa de este organismo,. Hasta el momento, ié
particlipacién del hlerro en la funclionallidad de !a,nft?fgﬁ
reductasa de hongos y.nr;anf:mot‘fotantntit!eal, i6!§ ha
sido probada de manera c¢lara y concluyente, tante & ﬁ!vct
celular (Cérdenas et al., 1972 ¢) como a nivel enzimétlco

(Apar!¢to‘ct,al*, 1971), para el entima de Chlorella.

En bacterlas asim!ladoras de nltrato, las pruebas
que se tenfan sobre la participascién de metales, hierro en
tre ellos, en la nitrito reductesa, se limftaban a la In -
terpretacidn del efecto de distintos Inhibidores :abr@ 1a
actividad enzimitica (Nason et al., 1962; Prakash y Sadana,
1972), 1o que dejaba el problema ablerto a solucliones mis

concluyentes.
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En A, chroococcum hemos estudiado el papel del hie-

‘frn en la asimilacidn de nitrato, coneretando sa~¢§¢é¢fu!l~

dad para el proceso de reduccién del nitrito a amonleco.

La ux!stcncla de formus latgraonv&rt’h%na do to: en
ztmns del aisttma reductor dc! attrato es un hecho qat mere-
ce ta mayar attnclén. La mitad tarm!nal del camp%n]o eaz!n‘*
tfce nf:rato raduetala, tanto en cilu!a: fatai!ntitiaus
(Jetschmann et al., 1972; Moreno et al., 1972; Maldonado et
al., 1973) como en organismos no fotosintéticos (Pfchtﬁgty
y Méténler, 1966; Rivas et al., 1973) se ﬂrcsinttliﬂ’do:
for§a§ *t#t!va e !naet!va~kqﬁc son lnteraanvori!blu!;yﬁl pa~=
so de la forma activs a la Insctiva requiere esencialmente
la raéaﬂaiéu del cnz!mn; mlientras que la raéerst&a déf;xtc
procesc (la conversidn de la forma !na;tlva,an,net!Qt),esti
sujeta a la reoxidaci8n de la protefna (Losada, 1973). En

la nitrato reductasa de Chlorella y Chlamydomonas, la Inter-

conversidn entre estas formas no ocurre sélo en preparacio-
nes anziaﬁiteas, sino que tamblén ia dé In vivo (io;ada,
1970; Losada et al., 1970; Herrera et al., 1972; Losade,
1973), lo que sefala el Importante papel que este pféaﬂue
de Interconversidn desempefia en la regulaclén f!slai&gfca

de la actividad de este enzima.



27

Purante 1a caracterizacién de la nitrato reducta~

sa de A. chroococcum hemos podido comprobar la pcifﬁ!!idad

de inactivar de modo reversible este enzima. Al aqggd{o‘de 
la Interconversisn de las formas sctiva e inactiva de es~
ta nitrato reductasa se ha prestado la mayor atencisn en

este trabajo.

Aungque hasta el momento no existfa n!uguna:caqui
cacién acerca de la exlstencia de formas tntnraanvarttkfﬁi ‘
del enzima nitrito reductasa de organismos eucarlontes, se
disponfa de una observaclidn alslada, pero muy Snt‘rniautc

al respecto, en el enzima de Escherichia coll (Kemp y At~

kinson, 1966) que podfa sugerir su ocurrencia en bacterlas.
Profundlzando en este punto, hemos podido demostrar en le
nitrito reductasa de A. chroococcum 1a Interconversidn en~

tre las formas activa e Inactliva del enzima.

Como ha sldo discutido por Herrera (1972), la rugn?
lacién de la sfntesis de los enzimas de! sistema reductor
del nitrato en diferentes organlsmos ha sido objeto da ¢stu-
dio por diversos Investigadores, habliéndose llegado en algu~
nos casos a conclusiones contradictorias, sobre todo en to

que a plantas superifores se refiere. En Chlorella {Losada
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19?23

Herrera et al., 1972), la sfntesis de la nitrato rnﬁuetaza

et al., 1970; Losada, 1972) y Chlamydomonas (ﬂcrréﬁﬂ_

y la nitrito reductasa se encuentra sometida a,r‘ptgtfﬁa

por el amoniaco. Morton y McMillan (1954) en sgqiqfffipsfs

brevicaulls encontraron un bloqueo por parte daiknn6#§§¢n
de la reduccisn de nitrato a nitrito; el n(tt&tn;~:ié7§ﬁ~

bargo, se asimlilaba alin en presencls de annalgﬁn,wfﬁ,A;g =

g!l;ui;a!du!;ns (Pateman et al., 1967) tanto la Atrrita co~
mo fa nitrito reductasa se Inducen por el'aftr&to,*toaf§n~
do el amonfaco una accidn represora sebra ambos an:!nat.

De modo andlogo sucede en Neurospors crasse (zoak Y. Soryar.

1969; Garrett, 1972). En Hansenula anomala (s:tvar.,lsﬁis‘

Plchinoty y Méténler, 1566) se ha visto que la nitrato re-

ductasa parece tener caracter Inducible, aunque tanto le

nitrato reductasa como 1a nitrito reductasa de Yerq;epgia

nitratophila (Rivas, 1973) son represibles por el amonfaco.

En bacterias asimiladoras de nitrato, las qv!é§n~
clas existentes, aunque no demaslado concluyentes, sefalan
la naturaleza Inducible de los dos enximas del sistema faé
ductor de nitrato (Spencer et al., 1957; Tanliguchl y Ohme-
cht, 1960).
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En A. chrooceccum hemos estudliado este atpdﬁtdfda

la regulacidn de la sfntesis de nitrato reductasa 71“*‘?"
to reductasa, habiendo aclarado este punto de manera con -

cluyente.

Para el estudio de la assmiliefén'de~n!tré§aé97n1
trico en microorganismos ers esenclal el poder d¥t§¢n§r é¢
un método preciso y muy sensible para !ifdttdrmlniat§#:&a
nitrato, que pudiera ser utiiizado en el andlisis &¢7yﬁti*
tras #e’{as cnftfvos y ixtr&e:os‘eotu!giss, por i§ qa¢gh§
s1do necesario la puesta a punto de un método adecuado a

estos propbsitos.

Aungue ya se habTan descrito numerosos métodos
quimicos pars la determinacién de nitrato, la mayorfa de
ellos no son muy satisfactorios por estar sometidos n‘in~'
terferenclas o presentar dificultades en su amp%co, eéme
han discutido Relimplo et al. (1972). Dado que la n?tratu
reductasa es un enxima altamente especifico que reduce
cuaﬁtitittvcaeate e} nitrato a nitrite Quééafemplgcrtc ao*
mo reactivo con propésitos anakfticos, De acuerdo con este
se han descrito varios métodos, revisados por Rellmplo et

a————

al., (1972), que utilizan: 1) una preparacién de nitrato re~
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| dnetasgydu determinadas estirpes de E. coll (que edié#ea
 ,&§ nferita reductasa) con el émpiaa del listéna fernnto
*azu! de m«t#icna*f&rwtea énshi&ragenasn auna danador ét
| elactroaat, 2) ai%u!as intactas de otros tipos de &aataﬂ
rtas con un donador de nttctrnnes endSgenc; y 3) bau:e»

rotdas fntaetcs de nédulos de soja don nportc ex&ganﬁ de

uuaatnatc como reductor, 51 a!trite foruada se datgrn!ag—

ha en tudos tos casas ca!ortmétr!aom«ntt por ta raaca_fﬁ,
de Ertass«!!osvay¢ ﬁesatras hamas stmp!!f!anda ¥ mejnraéa
!as procedimientos anterfores, y evitado sua itmtzaetanu:.
utilizando una preparaclidn parc?atmeattfpartffnada de
‘ﬁ#aﬂﬁa?trata re&uetasa de hojas de eSptﬂaea.VQﬂa no ha de

estar necesariamente exenta de nitrito reductasa,

o Parte de este trabajo ha sido publicado previas
B menté {Relimpio §t al,, 1872; Guerrero at‘a!;, ,373,,;

‘Vaga et ai.. 1973), hablendo sifdo tambt&n abjtta de comu-
nicaciones en congresos naclonsles (ﬁoltapla st al., 1971

b) e Internacionales (auerrcro et al., 1973 b).



1. HATERIALES Y METODOS




1. CULTIVO DE CELULAS

1.A, Bn:ortg!;y medio de cultivo standard

ﬁl organismo utt!!xaao en este trnbajo cs !a hue*

tcrta f:jadora de aitrﬁyana Azozobaetcr ﬁhtaaeeacum A T,

c.c. hk!z. praacdaato de la ao!agclén de au}t!vax :%pn ds

la Un?var;!dad de Salamanca,

‘Las células se cultivaron en frascos cr!aniayq?
de 2 | de capacldad con 1 | de mﬁaie‘n¥nz£tlac que conte~-
nfa, en mmoles ﬁorktltra' manitol, 39; ﬁﬁsx 8; 50,M9.7H,0,
0,8; Cl,Ca. 28,0, 0,34; 50,Fe.7H,0, O, t9. ﬁ%ﬂu, 3,4; ﬂaﬂkﬂax,
0 et; EDTA. Naz, 0,02 y tampdn fe:?ato potSsico, pH 7,3, 10,

E1 crecimiento se 1levd a cabo al atrg y a la tem~
peratura de 27% en un Incubador New Brunswick 8-25,que suml

nistraba a los cultivos una agltacién constante 61‘369 rem.

1.8, Varlaciones del medio de cultive xtan&ard:

En los casos en que la fuente de nitrégenoc era dis~

tinta del nitrato, o hlen se elimind simplemente ol uegk de!
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medlio de cultive, en cuyo caso las c&lulas ut#i!tab@n ex~
clusivamente el alre (esto es, 802 de gas~n!tré§eao);c¢nﬁ
fuente de este elemento, o blen se sustituyd por amonlaco
(como 3“&‘““&’23 o aftr:tp aménico, qantcattndaser?nkak -
bos casos la concentracién de nitrégeno §’8 mM, cﬁunda se
emafe& nitrito como fuente de nttrﬁgino.'sntam6~in;pref?
cauclén de que 1a concentraclidn de este I&n €ﬁuuin¥¢tra&a
eaaa'sazna) no fuese mayor de ! mM, ya que ean«éatrie!n -
nes mis altas tenfan efecto tSxico en el areefm!phtaidu\‘
este organismo. En las oxpa?taae!at donan‘htymadic éu cul
tivo contenfa ;tma‘ttnctmanta_aitrito y amoniaco, iatr¢ag
centracliones f!naie: fueron de | mM para el NO Na y de

6,5 mM para el sahtuxk)z, con objeto de que la concentra-
clén de nitr8geno procedente de ambas fuentes fuese 1#

misma.

Cuando se estudl8 el efecto de! hlerro en las ag
tividades enzimSticas, o se omiti§ totaimente este metal
del medio de cultivo o se afadlé, en la forma de sulfato
ferroso, a las concentraciones que se Indlican en cada ca-
$o. Del mismo modo se operd cuando los metales en estudio

eran mollibdeno Yy tungsteno, omitiéndose el mo!tbdnﬁo del
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medlo standard y afadléndose el correspondiente matit‘éamé
molibdato sGdico o tungstato s8dico. En estas experlenclas,
las células que se utllizaron como Infculo eran deficlen -
tes en hlerro o molibdeno, 1o que se consegufa por ertﬁt -

mlento previo en medlos carentes del metal ind!@ado;ziy

; En las experlencias donde se estudié el efecto de
fa ana@éabtanis, las suspensiones bacterlanas se aalbétr&a'
en tubos de 250 ml de capacidad que se burbujearon ¢a§ §f~
gon de a?ﬁi pureza; los controles correspondientes «Q ﬁmtg
Bies¥s sc agltaron similarmente pero sustltuyendo 6!'irg§n

por alre,



2. ENZIRMAS

2.A. Preparaci8n de extractos celulares

Las células se recogleron, en fase ixpohiﬁéf§t §u'
crecimiento por centrifugaclién a bajn‘vcfﬁcldad cu’&ga\aug
trifgga Sorval RC2-B y se lavaron con znupéﬁ fosfﬁto p§££?
a!c# 50 mM, ﬁH 7,0. ?#ré proceder a su reiu?a s# ﬁczniifﬁh[
éau ¢¥'§¥$an tampén y #crias de viér!c é# 0,1 hg d¢ Q!5§§~
tro, en la proporcién de 0,2 ml de tampdn yrtﬁ ml d&vptr —
las por cada gramo de peso hidmedo de ciiulaa;foktaqfiwéata
unﬁ pasta que se xnm&tté a fuerte itbruc!&n durante 2 min
2 la temperatura de 2% en un homogenlzador por vibracibn
Bihler. Excepclonalmente, y s51o donde se Indica, las cély
las se rompleron por sonlcaclién o en un mortero con i!ﬁmi»
na. £ materlial roto se extrajo con 10 ml de tampbn fosfa-
to potéslico 50 mM, pH 7,0 por cada gramo de peso hiimedo de
células y se centrifugd durante 20 min a 40.000 x g. El so
brenadante de esta centrifugacidn constituyd el extracto
¢rudo exento de células utillizado para determinacién de ag

tividades enziméticas o para la preparactéh de los enzimas.
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2.8, Preparacién de la nitrato knductas;

El extracto crudo #a aplicd a una cﬁlumau ¢pntc~
niendo un lecho de azﬁﬁ-et%u!osa fzba‘mmfdc‘aitura;,zo mm
é!amitéo) que se habfa aquitthraéoyaruv!uwtnte {on'taﬁpéa,
fosfato potdsico 50 mM, pH 7,0, con objeto de a#aéfﬁg%yid
nitrato reductasa. agspVSs de lavar la columna ¢é§ §t mtsw‘
mo tampén, el enzima se eluyd con tampén fasfatb 5Qf§K:'
pH 7,0, suplementado con ClNa 200 mﬁ; Finalmente iic:!?ﬂ!f
naron las sales de la preparacidn enzimtica f!!trihdeta
por una columna de Sephadex 6-25, Todos los pasos Indica ~
dos se reallizaron s la temperatura de b2, ta#,prtpuractb -
nes de nitrato reductasa obtenidas de esta forma fueron las

utl)izadas para el estudio de las propiedades del enzima.

2.C. Preparacifn de la nitrito reductass

Los extractos celulares presentaban una activided
NADH-oxldasa muy alta, por lo que se centrifugaron durante
2 hqra; gﬁsza.aea x g en una centrffuga Spinco L2~50B a la
ttmﬁqrttéra de 2%, El! sobrenadante resultante, que estaba
practicamente exento de actividad oxldasa, se utilfz8 como

preparacién de nitrito reductasa. Este enzima ers muy Ineg
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table, y su actlividad se perdfa al intentar su purificacidn.

2.0. Ensayo de actividades enziméticas

El ensayo standard de la actividad nitrato redusta~
#a se 1levé a cabo al aire en tubos de ensayo de 10 ui, 'la'
mezcla de rqdncfﬁn se Incub8 a 30% durante 2 min, y conte -
nfa en un volumen final de 1 ml: fosfato potésico, pH 7,0,

100 umoles; NOK, 10 umoles; metil violégeno, n,ts,aaat.g;

3
$,0,Ha,, en 0,1 ml de eﬁ3ﬁﬁa 95 mM, 0,8 ug, y une cantidad
adecuada de praparactén,onzlmﬁtiai. ta rtdégféa se detuvo
agitando fuertemente la mezcla de reacclén en un aparato vi?
brador tipo Adams, hasta que el szeﬁaaz se oxldé ¢¢mpf¢t#ﬁ§g
te, 10 que se manifestaba por la dessparicién del ¢eior‘1xnf
caracterfstico del metil-viol8geno reducido. El nitrito se
estim§ entonces afadlendo los reactivos adecuados (Law§ f3?
Evans, 1964; Paneque et al., 1965). Las unidades de ;atfﬁf}i
dad enximdtica se expresan como micromoles de niertté féf#ﬁ*

do por minuto,

Para el ensayo de la actlvidad nitrito reductass se
emplearon dos métodos diferentes. La actividad ﬁAEH&ditriﬁb

reductasa se midi8 sigulfendo, a 340 nm, la oxidacién difSAnﬂ



dependlente de nitrito; la reaccién se 1levé a cabo al aire

Y & temperatura amblente, La mexzcla de reacclién contenfa en
un volumen final de 2 ml: tampén fosfato potésico, pH 7,0,

150 umoles; NADH, 0,3 umaias;ynazﬂa, 2 umoles, y uﬁa canti~
dad aproplada de preparacidn enxzimitica. kanquc la ﬁantrifg
gacltén a alta velocldad eliminaba précticamente ’l’lﬁtfvf -
dad NADH-oxidasa presente en el extracto crudo, laf&&:ivt -
dad NADH-nltrlito reductasa se carrtgiéysi«mprc‘tén'1§‘vato~

clidad de oxideci8n de NADH en ausencia de aftrlto.

La aotividad metil violdgenc ?sduuiéa (xvai%nitriw
to reductasa se midié por dessparicién de ﬂftrt:a sngﬁd el
método de aaﬁfrwz et al., (1966), pero vtii!téado tampén
fosfato potisico, pH 7,0 en lugar de tampln ?rts*@!a, Una
unidad de actividad corresponde a !a\r:dncai&n de 1 micro~
mol de nitrito (o la oxldacl8n estequiométrica de 3 ﬁﬁa!gs

de NADH) por minuto.
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3. TECNICAS EXPERIMENTALES Y METODOS ANALITICOS

3.A. Centrifugacidn en gradiente de sacarosa

Los gradlentes se prepararon utilizando un m§£¢1a~
dor disefado por Buchler. Una alfcuota de 0,2 m! ani ixtrag
to a anallzar se colocd en la parte superfor de un gvadicne
te lineal de sacarosa del 5 al 20% (p/v) de 3,4 ml én-v§}u~
men, situado sobre 0,15 m! de sacarosa al 50% (plv}.*ﬁa\ﬁq-

carosa estaba disuelta en tampén potésico 50 mM, pH ?;Q‘

La centrifugaclién se llevé a cobo a 2% a la veloc|
dad y tiempo gque se Indican en cada caso, en una ultracen -
trifugs Beckman Spinco mod. L2-508 con rotor $W-56 TI de re

ceptéiculos basculantes,

Se tomaron fracciones del gradlente a partir del
fondo del! tubo c¢on un Densi-Flow de Buchler Instruments
Inc., Utilizando un colector automitico de fracclones LKB
se recogleron fracclones de 3 gotas. La protefna y activi~
dades enzimdticas se dc:gra!naraﬂ en alfcuotas de cada

fraceldn,
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Para la determinacifn de pesos molaau}géqispar*"
este procedimiento, las alfcuotas colocadas aa'iéglgu'ff
bos contenfan, ademds de la muestra praquma,‘pkéﬁifaisr
marcadoras de peso molecular conocldo (ﬁ&ta!atn,i%é@;@ﬂﬁ;
glucosa~6-fosfato deshldrogenass, 110.000 y uaragibﬁniu&
67.000). Los pesos natcau}arui problema se est{marqh por
la tecnica de Martin y Ames (1961), determinindose el
desa!aza#fanto de las diferentes protafnaayénspﬁil dcl

ccntr!fugar durante 11 horas a 45.000 rev/min,

3.8, DeterminaciSn de pesos molsculares por fllitracién en
gel

El peso molecular de la nitrato reductasa se es-
timé por fllitracidn en gel como ha sido descrito por An~
drews (1964), utilizando una columna de agarosa (Blo-Gel
A-1,5 m, malla 100-200) de 400 mm de altura y 25 am de
di&metro o una columna de Sephadex G-100 (800 mm altura,
15 mm didmetro). Las protefnas se eluyeron con tampén
fosfato 70 mM, pH 7,5, o con Tris-CiH, pH 8,0, respectiva-
mente, El volumen de las preparaclones o to%ugtnnes‘dg~pr3

tefnas colocado en las columnas, fué de 2 ml para el caso



de 3; agarosa y de 1} ml pars el Sephadex ﬁ-!ﬁﬁq;ﬁéayqvaﬁa
de un colector LKB se tomaron fracclones de 2 sl cads una,
en alfcuatsi de las cuales se ensayaron aatividndiifcuglw

mEticas y protelna,

 Las protefnas de peso molecular aeangid@fﬁ?fi!tg
das como marcadorss fueron: apoferritina, “aagﬂéﬁF ?bg‘6u
bullne, 170.000; seroalblmins, ey,eaegawoo:sautﬁg;fga.aae;

a-quimotripsindgeno, 25.000 y cltocromo , 12.500,

3.C. Determinsciones espectrofotométricas

58 utilizeron Indistintamente ;ipcutf@!ﬂt&ﬁ(tras
ykteknca DK~2A & Pye Unicem SP 1800 para la estimacién de
plridfn nucledtidos asl como para las demés medidas de ab
sorbancia a longltudes de onds correspondientes al ultra~
g!ui‘tn. Las medidas de compuestos coloresdos se r;#i!:a-
‘ron en espectrofotémetros Bausch § Lomb Spectronie 20 8

Spectronic 700.

€l coefliclente de extincién molar del ulﬁﬂ‘% 340

nm y pars un paso de luz de 1 cm es de 6,2 x tﬂ“’
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3.0, Determinacliones espectrofluorimétricas

Para la determinacibn de la Km para el ﬁADH del
enzima nitrito reductasa, se siguld la axtdactan dal
HADH con un espectrofotofluorimetro Amin@awsaunan k 820!.
rng!str&ndosa, a 450 nm, la fluorescencis pradaetéa al

excitar con luz de 340 nm.

3.6, Determinacidn de Mo y»ﬂ,f&dl@uct!vas

Las muestras utilfzadas para estimar la rtdia:c*
tividad correspondliente a estos metales (8&99 y v'ss) se
colocaren en planchetas de aluminlo y se evaporaron hasta
sequedad, después de lo cual se determind su radloactivi~
dad en un contador de flujo gaseoso continuo Kactuaé~ahi~

cago mod. 4342,

3.F. Determinacién del crecimlento celular

£l crecimiento celular se estimé normalmente por
medidas de la absorbancia a 660 nm en alfcuotas de los

cultivos.
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3.6, Determinacién de amoniaco

El amoniaco se midiS por nesslerizacién, despuds
de la difusién y absorclén de! gas en sokﬁz 5 mM, lo que

se llevé a cabo en unldades Conway (Conway, 1957).,

3.H, Determinacién de nitrato

El nitrato se estimd por el método anztn‘t!é6 (xan

implo et al., 1972) que se expone en la secclén kgé#ftadus'

3.1, Daterminacién de nitrito

El nitrito se determiné por 1a reaccién de dlarota-
¢lén de Grtdi~!t0:uay, segln la técnlca prcpé;;ta por‘Saﬁil

3.J. Determinacién de protefna

Para 1a determlinaclén de protefna se nmpii&fai“ﬁé~
todoyda Lowry et al. (1951) ut!lizandﬁ”avoa}bﬁalnaycbasagav

3.K. Determlinacién de pH

Se utitlzd un medidor de pH Beckman m@dalé‘&é?ﬁéew

m&t!:.



k., REACTIVOS

h,A. Procedencla de los productos quimicos

Los sligulentes wampuantuiz FAD, #aﬁ~ RAB; ﬁA§N;
NADP, NADPH, Tris, p-HMB y DEAE~aa¥ulosa se ;dqa%riirqn
en ssauA San Lals, USA. BV y MV, as! como las groter ~1
nas patraaes utiltizadas como maraaéoros,fproatdfan dg |
MANN, ﬂueva ank ﬁSA y de SERVA, Hetdelbtru, Alaunatai
La ax?da, el cf&nata. el clanuro y el carbamil f@tf:!u
fueron suministrados por MERCK, Barmstudt. Aleman!pg,,»
CALBIOCHEN, Los Angeles, USA fud el proveedor daifﬁii”da
agarcosa y FARMACIA, vy:ai:.VSuaefa, de los diferentes t}
pos de Sephadex empleados. El resto de los ﬁrodﬁa:b; éii
i1tzados se adquirleron aklas firmas SIGMA, MERCK, RIEDEL

y FISCHER, slendo todos ellos de grado analltico.

El ﬂugg (en forma de molibdato aménlco) y .;,g‘BS
(como tungstato s8dica) fueron suminlstrados por la J.E.N.,

Madrld y procedfan de AMERSHAN, fngtaterra;

E! gas argon, de alta purexza, provenfa de la

SO‘EDGQ
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1. EL SISTEMA REDUCTOR DE NITRATO DE Azotobacter chroococcum

La reduccidn -con fines asimilatorios~ dc!‘ nlg:at=

a amonjaco en la bacterla Azotobacter chroococcum tiene lu-

gar en dos estadios sucesivos, cada uno de los canlhs £i'an*

cuentra catallzado por un enzima especffico.

En primer lugar, ¢l nitrato se reduce a afthl;#f
(camblando e) nitrégeno de valencla +5 a +3) en unc rg¢¢§l§n
qua'fnp?iki la transferencla de das‘atactraua: y ctti'eatnli
zada por la nltrato reductasa. A continuaci8n, el n{t?f?o se
reduce hasta amoniaco (camblando el niltrégeno dn‘va!gnctn'43
a =3) en una reaccidn donde Intervienen soit~¢luetr§ﬁ§iiy
que estd catallzada por la NADH-nltrito raduetasn. £¥ §rac¢~

s0, en conjunto, puede representarse esquemiiticamente asf:

" 2e” . 6o
s03 . an : — uu,
' uosansa ﬁhbﬁ~ﬁaikasa

1.A. Nitrato reductasa, Propledades y purificacién

La reaccién de reduccidn de nitrato a nitrito en

Azotobacter chroococcum se encuentra catalizada por le mo-

libdoprotefne nitrato reductasa.
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1.A.a, Cofactores y donadoree de electrones para la nitvato

reductasa

Los resultados que se presentan en la Yabt§f¥ de ~»

muestran que el enzima nitrato reductasa ds'Axotékagtdr

chroococcum (parcialmente purlficado, a partir de extractos

celulares preparados romplendo las células bien cn'iéntﬁa -
dor, en mortero con alimina o en un hamegaaixador,ﬁaffyfbra
cién) no podfa utillizar nl NADH nl NADPH como deuaﬁékés de
electrones Incluso en la presencla de flavin-nuclestidos co
mo transportadores de electrones. Tanto el metll-violégeno
como el bencll-viol8geno ~mantenidos en estado reducido con
hidrosulflito~ funcionaron efliclentemente como donadores de
electrones para la reducc!én enzimética del nitrato a nitrl
to, mlentras que los flavin-nucledtlidos reduclidos qufmica -
mente con el mlismo reductor resultaron ser prlat!assnn(c

inefectivos cuando se ensayaron con el mismo propésito.
1.A.b. Reducoién ensimdtica de nitrato eon metil-violégeno
redueido quimicamente

Para exclulr la posibilidad de la existencla de una

reduccidn de nitrato de tipo qufimico, esto es sin interven -



TABLA 1

DONADORES DE ELECTRONES Y COFACTORES PARA LA NITRATO REDUCTASA

DE Azxotobacter chroococoum

Ponadores de electrones | N0, formado
~ y eofactores (nmoles)

NADH | e
NADPH .
NAD(P)H + FAD o FMN 1

FADH, 3.2
Fuuaa ‘ 6; ot
BVH 28,2

Ninguno | B;Zijff

En los experimentos con plridin~nucleltidos rudncidcs,'!ighﬁz~
cla de reaccidn contenfa, en un volumen final de 1 mi, ii@ﬁ@n
fosfato potéslico, pH 7,0, 100 umoles; NAD(P)H, 0,3 uaaiti;“!hﬁ
o FMN, 0,02 umoles y NO4K, 10 ymoles, En los nxyerlnantﬁﬁﬁ@p
los que se utillzaron flavin-nuclebtidos y viol8genos (MV o
BY) reducldos con hidrosulfito como donadores de clﬁettanyggy
las condiclones fueron las mismas que las del ensayo standard
de actividad nitrato reductasa., Nitrato reductasa, 9.2_ngg‘f
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‘cién de la nitrato reductasa, se procedis a eargctQE}aar es~
te reaccién, utilizando metil-violdgeno e hldraiétfftn ¢ou¢
sistema donador de electrones (Tabla st). En au:cnaf& de? re
duator, trnn!partadar de ¢¥¢¢:ranns, nttraio. o el «nxtua,

no hubo rtducci&n de nitruto. D» mode an‘loga, zampoca trans
cnrrt& 1a reaaefﬁn ¢uando se hirvid la n!truta roduatast du~

rante § n!nutns*

Cuando se estudié la relacién entre el nitrito for-
mado y la cantidad de enzima afadido a la mezc¢ls de reacclén
se obervé que existfa una perfects proporcionalidad entre es

tos dos parémetros (Fig. 1).

El efecto de 1la eoaccntra#iéa de natil*vlo%&gqnc en
ta actividad del enzima puede verse en la Filg. 2, en una re-
presentacién del tipo Lineweaver-Burk. A partir de los datos
que se presentan, se calculd una constante de Michaells para

el metil~violégeno reducido de 18 uM,

t.A.¢c. Peso molacular de la nitrato reductasa

E]l peso molecular de la nitrato reductasa se estimé

utllizando tres criterios diferentes: fllitracién aar~5epht -
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TABLA 11

REDUCCION DE NITRATO POR LA NITRATO REDUCTASA DE Azotobacter

chroococecum CON METIL-VIOLOGENO REDUCIDO QUIMICAMENTE coMo
DONADOR DE ELECTRONES ‘

NO. formado y

 $1:¢¢». {nne!ns)
Completo o - , 35,2
os ¢ 02~

- Henos 526k . 0
Menos MV - 3,2
Menos na; SR §,2
Menos nlitrato reductasa 0
Completo, nitrato reductasa

calentada (5 min a 100°) 0

Las condiclones experimentales fueron las mismas que las del
ensayo standard de actividad nitrato reductasa. Nitrato re -
ductasa, 0,2 mg.



ACTIVIDAD NITRATO REDUCTASA Imiliunidades)

0 05 10 | 15
PROTEINA (mg)

Fig. 1. Actividad de la nitrato reductasa de Azotobacter
chroococcum en funcidn de la concentracidén de proteina.
Las condiciones experimentales fueron las del ensayo
standard de actividad nitrato reductasa.




Km MV = 18 M

NITRITO PRODUCIDO (umotes/miny™

Fig. 2. Efecto de la concentracidn de metil-violdégeno redu-
eido en la actividad de la nitrato reductasa de Azotobacier
chroococeun. lLas condiciones experimentales fueron las del
ensayo standard de actividad nitrato reductasa, excepto que
el metil-violdgeno se afadié segiin se indica. Nitrato reduc
tasa, 0,8 mg. : -
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dex ﬁ*tﬁé, ft!ﬁrtct&n’aor agarosas y c«ntr!fag;eién Q#fﬁf&*'
dlente de sacarosa, utlllzéndose en todos los aaaas;‘ﬁqmnr
referenclia, protefnas marcadoras de pcté~m¢1¢aui§r eqaést~
do. De la filtractén Qﬂ»ﬁ!phlﬁnx 6~100 se é&du]a‘unfyésb |
molecular de 100.000 daltons. Como este orden de #tsbiﬁotg
cular se encuentrs en el !tmitu‘dc resoluclén de! tfpéi‘dc’
gel utilizado, se procedid é una ﬂﬁeva &:torﬁlaa&!éﬁ u§3lL,
zando una columna de agarosa Blo-Gel (Fig. 3) aaadﬂqiif#bg
firmd ol valor previamente obtenido. Finalmente, por cen -
tr!fugacfﬁé en qrcé!entn de ;uéﬁiﬂns (Fig. &) se a:ttmﬁ‘un
valor idéntlco, quedando el peso moleculsr definitivamenve

establecido en 100.000 daltons.

1.A.d, Efeoto del tiempo en la reaceidn aatalizadéfpor‘ta4

nitrate reduetasa

En la Fig. 5 se muestra que la formne!#n de nitri~
to es proporcional al ttiﬁpo de reaccidn sélo durante los
dos o tfnt primeros minutos del ensayo enzimético; pasaﬁa
este tiempo ocurre una sorprendente y ripids disminucién de
la velocldad de la reaccién. Este fendmeno es consecuencia
de 1a inactivacibn reversible de la nitrato reductasa bajo
las condiclones reductoras del ensayo, como podrd verse mis

adelante,
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Fig. 3. Estimacidn del peso molzcular de la nitrato reducta-
sa de Azotobacter cehroococcum por filtracidn en una columna
de agarosa. Las condiciones experimentales se encuentran de-
talladas en Materiales y Métodos.
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Fig. 4. Diagrama de sedimentacidn de la nitrato reductasa
de Azotobacter chroococcum por centrifugacidn en gradien-
te de densidad de sacarosa. La fraccidén 1 corresponde al
fondo del gradiente. Preparacién enzimdtica, 0,6 mg. Las
:ogdiciones experimentales se detallan en Materiales y M¢
odos.
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30 H

NITRITO PRODUCIDO
{nmoles por m! mezcla reaccién)

0 10 20 30
TEMPO  (min)

Fig. 5. Estudio cinético de la actividad de la nitrato reduc-—
tasa de Azotobacter chroococcum. La mezcla de reaccidn conte-
nia en un volumen final de 12 ml, tempdén fosfato potdsicoc, pH
7,0, 1,2 mmoles; nitrato potdsico, 120 umoles; metil-violége-
no, 1,8 umoles; hidrosulfito sédico, 9,6 mg en 1,2 ml de bi -
carbonato sd8dico 95 mM; nitrato reductasa, 2 mg. A los tiem -
pos que se indican se tomaron alicuotas de 1 ml, en las cua -
les se analizd el nitrito como se describe en Materiales y M&
todos. : ‘
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1.A.a, Inhibidores

En 1a Tabla 111 se expone el efecto de diferentes
inhibldores clésicos de la nitrato reductasa sobre el On:i

ma de Azptebacter chroococcum. Puede observarse que al

p~h!droa!m¢reurtb¢nxaatu a ¢oncoatrac¥ancs de 0,01-0, t mﬁ
!ahtbe~eus! cemp!ctamtntu~Ia'aﬁtividaé nitrato rnduetass,
El clanuro a Ganuantracfén 1 mM se comﬁﬁrtn‘tﬁmbiﬂn como
un potente Inhibldor, El ataﬁaté. ta a:idi y el carbamil
fosfato son excepclones a la regla general, ya que no pre-
sentan efecto Inhibldor sobre este snzima; de h«ehé.rnigu#
nos de ellos: clanato y azlda, actdan como reactivadores o

protectores de la actividad nltrato reductasa.

1.A.f. Efeato del eianato en la aotividad nitrato reductasa

Ademés de no actuar como Inhibldor de 1a actlividad

nitrato reductasa de Azotobacter chroococcum, como se Indlca

en el apurtada anterior, el clanate ﬂrcseatn un sfecto ;¢t8~
vador que es miximo a la nanaeatracl&n de { mM como se ée:v

prende de los datos representados en la Flg. 6.

Ls Fig. 7 muestra la cinética de la actividad nitra

to reductasa frente al tiempo de reaccldn cuando el enzima



TABLA 111

EFECTO DE DIFERENTES INHIBIDORES EN LA ACTIVIDAD ﬁ!?%ATO
REDUCTASA DE Azotobacter chroococcum

 Concentracién inhiblcién

inhiblidor ey ()
Ninguno ' A | o
pHNB 1073 82
pHNB T 90,6
pHNS e 92,7
CNK 1075 16,7
ek | 1074 69,3
CHK | 1073 90,6
Carbaml1~fosfato 1073 ]
NyHe - 1073 0

cHOK 1073 0

Las eandtﬁlnahs,dkgcfiyiasuiﬁu fueron las mismas que las
del ensayeo staaé;t&'d@futtiviéad nitrato reductasa, ex -

cepto que se ahadleron los diferentes Inhibldores a las
aoaunatraeloauuffiuq}ut ga¢ se indican, Nitrato reductes-
sa, 0,2 mg., |
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ACTIVIDAD NITRATO REDUCTASA (miliunidades)
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Fig. 6. Efecto de la concentracidn de cianato en la acti--
vidad de la nitrato reductasa de Azotobacter chroococcum.
Las condiciones experimentales fueron las del ensayo
standard de la actividad nitrato reductasa, excepto que
se afiadid cianato potdsico segiin se indica y que el tiem-
po de reaccidén fué de 10 minutos. Nitrato reductasa, 0,2

mg.
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Fig. 7. Efecto del cianato en la cinética de actividad de

la nitrato reductasa de

Azotobacter cehroococcum. Las con-

diciones experimentales fueron las mismas que las descri-

tas para

la Fig. 5, excepto que al tiempo cero o al que

se indica por le flecha se afiadié cianato potdsico.
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‘se ensayd tanto en susencia comoc en presencla de clanato. ﬁd“
aguerdo con los resultados gue antur!nrncn:q se presentaron ‘
en ls Fig. 5, la velocldad de 1a reaccién disminulas de mane~
ra dréstlca pasados dos minutos en el caso de que el cl:nat¢ -
estuviers ausente de la mezcla de reacclén, Sin tnbarga,~it_
el clanato -a concentracién 1 mN- se inanna:rn presente dqi&
de el principlo de la resccién, la velocidad original ut‘nag
tlene constante durante al mancs 30 minutos. €1 clanato no
s8lc evita la disminucién de la velocidad que tiens lugar du
rante el snsayo, sino que es capaz de rlaétlvur de modo Ins-
téntaneo la reaccidn a su veloclidad méxime, si se sfade wuna

vez que la Inactivacisn ya ha tenlido lugar.

Con objeto de caracterizer este Interesantisimo efec
to del clanato en la sctividad nitrato reductass, se llevaron
8 cabo los exparimentos que ss sumarizan en 13 Tabla IV, ?ﬂld§
verse que ol clanato estimula la actividad tﬁ:tnﬁtlca del or~
den de cinco veces y que por otra parti. el sistema presents
sus requerimientos normales de sustrato, cofactor y enzime ya
descritos previamente en la Tabla 11, excluyéndose de attak'

manaras 1a posibllildad de cualqulier artsfacto.
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TABLA 1V

REDUCCION DE NITRATO EN PRESENCIA DE CIANATO POR LA NITRATO
REDUCTASA DE Azotobacter chroococcum CON. METIL-VIOLOGENO

REDUCIDO QUIMICAMENTE

NO. formado
Sistema 2

(nuﬂ}ct),
Completo , , 760
Menos CNO~ ' 150
2"‘

Menos 5265 0
Menos MV \ 140
Menos NO, | : 3
Menos nlitrato reductasa 0
Completo, nitrato reductasa .

calentada (5 min & 100°) . 0

Las condiciones experimentales fueron las mlismas que las de
la Tabla 11, excepto que la mezcla de reaccién eontnﬁfifctg
nato potéslico a concentracidén final 1 mM y que el tlempo de
reaccién fue de 10 minutos. Nitrato reductasa, 0,37 mg.
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1.A.9. Determinaeidn de la Em para el nitrato de la nitrato

- peductase

Al estudiar el efecto de la aana:htviﬁlén'eg nitra
to en 1a actividad nitrate reductasa, pudo ahsorv&fﬁ§ an‘;
los resultados obtenldos no se ajustaban a los céékqié@u&iag

tusti una cinética cuz!aié!@n tfpica.

'Ai>f¢praaeatar los inversos de ﬁanécaﬁructﬁﬁléi
substrato frente a los Inversos de vc}aatﬁ;ﬁ (Fiﬁ"af;’ia re
Jacidn entre estos dos parémetros no @t&aka marcada por una
simple 11nea recta, como cabfa esperar éara el caso de una
cinética normal de N!chae!t:«aantua; sino que ovﬁdqutdmg&:al
era de tipo mids complejo. En la misma flgura puede verse co-
mo en presencla de clanato, a aqncnatra#t&nw! mn,:ai“campor~
tamlento é!n&ttee del enzima sa:bace éoyttpﬁ ifépiﬁ,)inbtiav
dose calculado en estas condiclones, una constante éa‘nfcaéau

1is (Km) para ¢! nitrato de 0,25 mM.

1.A.h, Purifiaaaida de la nitrato raduataaa':‘

Ante 1a necesldad de poder separar la nlttnte'rtdwav

tasa de la mayor parte de las protefnas que la gaanpa&nn en
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Fig. 8. Efecto de la concentracién de nitrato, en ausen-—
eia y presencia de cianato, en ld actividad de la nitra-
to reductasa de Azotobacter chroococcum. lLas condiciones
experimentales fueron las del. ensayo standard de la acti
vidad nitrato reductasa, excepto que el nitrato potdsico
se afladid segilin se indica y que, donde se especifica, se
incluy6 cianato potdsico en la mezcla de reaccidn. Nitra

to reductasa, 0,25 mg.




65

las preparaciones, con el objeto fundamental da;hager vo$!~
bles los experimentos con metales raétoacttve#~qwefse pre =
sentan en el sigulente apartado, se puso a punto un prceséi
miento de puriflcaci8n que inclula tres trataﬁfeﬁtdﬁ'ptfnéi
pales: cromatograffa en DEAE-celulosa, precipttaeiﬁé con

sulfato aménlco y cromatograffa en agarosa. El f&#tnr 4@:;2
r!ftc#cﬁényfiaaim;nte obtenlido no fui‘toda lo alto que se

esperaba de estas excelentes tian!aas de ﬁapﬁftg!&hfde pro=-
tefnas, ya que la pérdida de actividad nitrato reductasa |
ers muy considerable a lo }argc de estos ﬁ'ntras dffiroatgs

tratamlfentos.,

Cromatografla en DEAE~celulosa. El cxxracte‘erﬁde ffbra dak
células (100 a 150 m! de volumen) se aplicé a una columna
contenlendo un lecho de DEAE-celulosa (600 mm altura, 26 mm
didmetro) previamente equilibrado con tampdn fosf&tﬂ'pﬂtﬁlL 
co 50 mM, pH 7,0, adsorblendose en ella la nitrato reducte-
sa., La elucién del enzima se efectud haclendo pasar, a tra-
vés de la columna, 800 ml de un gradiente contlnuo ~¢h§rn 0
y 0,3 Rn de cloruro s8dlco en el mismo tampén de tqutilhri~
do, a una velocldad de flujo de 50-60 mi/h, recogiéndose
fracclones de 5 ml de volumen con un colector automitico

LKB. La separacién obtenlida por este procedimiento se recoge
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en la Fig. 9, donde se representan el contenldo en protefna

y la actlvidad de lasg diferentes fracclones,

Precipitacidn aon sulfate aménico. Las fracclones pracedan~
tes de! tratamlento anterfor que presentaban alta aet!vidad
nitrato reductasa se reunleron y se sometieron s una pre¢1~
‘pltacién con sulfato ambnlico hasta el 60% de satnraa!ﬁn en
‘esta sal, anadiendo lentamente el correspondiente volumen
de una solucién saturada de 55&‘““&)2 cuyo pa'sa‘habfa fijg
do en 7,15 ¢con hidréxldo amdnlco. Después de 15 min a e?.
con aglitacidn ocasional, se centrifugé durante 15 min a“

27.000 x g, descartindose el sobrenadants.

Cromatografta en agarosa. E! precipltado obtenido anterior-
mente se redisolvi8 en 2 ml de tampdn fosfato potdésico 50
mM, pH 7,0, a los que se aRadleron 40 mg de sacarosa para
su aplicaclién en la columna cromatogréfica. La cromatogra-
ffa se reallz8 en una columna contenlendo Agarosa Blo~Gel
A-1,5 m, malla 100~200 (400 mm altura, 25 om df!a.tro);"
equllibrada con tampén fosfato potésico 50 mM, pH 7,0. Se
recoglieron fraccliones de 2 m! con ayuda de un colector LKB.

En la Flg. 10 se representa el contenldo en protefna y ac-
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Fig. 9. Cromatografia de intercambio iénico en DEAE-celu-

losa de un extracto celular de

tobacter chroococeun.

Las condiciones experimentales se

detallan en el texto.
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Fig. 10. Diagrama de elucidén de la nitrato reductasa de
Azotobacter chroococceum en una cromatografia de filtra-

cidén en gel de agarosa. Las condiciones experimentales

se encuentran detalladas en el texto.
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tividad nitrato reductasa de las fracclones resultantes de

este tratamiento de purificacién.

Todas las operacliones descritas se llevaron a ca~

‘bo en cémara fria, a la temperatura de 42,

1.8, Nitrito reductasa. Estudlo de sus propledades

La reaccidn de reduccién del nitrite hastiiaﬁéniaQ

co en Azotobacter chroococcum se encuentra catalizada por

la ferroprotefna, dependiente de FAD, NADH-nitrito reducta-

s$a.

1.B.a. Cofactores y donadores de eleotrones pare la nitrito

redustasa

Los resultados que se presentan en la Tabla V mues-~
tran que el NADH es un donador de electrones muy efectivo pa
ra la reduccifn del nltrito catallizada por la altr!:a‘rodua-

tasa de Azotobacter chroococcum. La reaccién se estimula de

manera especifica por la adlecidn de FAD, no tenlendo jfﬁetﬂ
alguno sobre ella el FMN, E} NADPH resulté ser relativamente
inefectivo como donador de electrones si se le compara con

el NADH, no produclendose ningilin estfmulo en este caso al



TABLA ¥ : - \?g

DONADORES DE ELECTRONES Y COFACTORES PARA LA NITRITO REDUCTASA

DE Azotobacter chroococeum

NAD(P)R oxidado
o nitrito reducldo
{nmoles por min por mg pratcfna)

Donadores de electrones
y cofactores

NADH 357

NADH, FAD 705

NADPH | 66

NADPH, FAD 66

$.027, nv 192

2% |

s,oh‘, BY o 120
2- .,

5,04 » FAD | 124

5,04, FHN 120
2- | '

$,0% : 124

ﬂfnguné ‘ 0

En los axparianute: amn pirtdin*aucta&ttdas rcducfdas ¢em¢«ﬁnw
nsdores de slectrones, la mezcla de reaccldn contenfa, en
volumen final de 2 ml: tampén fosfato pattt!:a, pH 7,0, 1§
ume!na' preparacién de nitrito reductasa, 0,4 mg; nitrito séd
co, 2 umoles; NAD(P)H, 0,3 umoles, y, donde se indlca, ?Ab.‘
nmoles. La oxldaclién de ﬂas{r)n se siguld por el cambio en la
absorbanclia a 340 nm. Las demdis condliclones experimentales faa
ron las mismas que en el ensayo standard de la aativ!daﬁ ﬂA9H~
nitrito reductasa.

En los experimentos con h!dfb;ﬂlf!to como reductor, la Q‘tall
de rescclidn contenlTa, en un volumen final de 2 ml: ttmpén\fus«
fato potésico, pH 7,0, 150 umoles; preparacién de nitrito re -
ductasa, 2 mg; htdrosu!fito sédleco, 7,5 mg en 0,3 ml de una so
lueidn al 2,5% de bicarbonato sédico; nitrito sédico, & umoles,
y, donde se Indica, meti! o bencil-violégeno, 1,5 pmoles; FAD

o FMN, 1,5 umoles. La reaccidn se sliguld calattnétr!eamoncc

por desapariciSn de nitrito. Las demés condliclones experimenta
les fueron las mismas que las del ensayo standard de la nat!vT
dad MV-nitrito reductasa,.
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aBadir el FAD,

€l agente raductor hidrosulfito functeu&‘tighjtn co~
mo donador de electrones para le reduceidn enzimftica del ni-
trito. La reacciSn se estimulaba unas dos veces al anﬁdir me~
til~violiSgeno como transportador de slectrones artlf}kl?!,
efecto gue no se presentabs por la adicién de ﬁﬁﬂ&fi*ﬁfé!&gc*

no ni de flavin-nucleStidos (FNM o FAD).

En la Fig. 11 se muestra el efecto sctivante de dis~
tintas céaﬁtntruwl«ncz de FAD en la resccién catallizada por
le nitrito reductasa, cuando e! donador de etcctreuuh era ol
HADH. Puede verse que 1 uM results suficlente para doblar la
velocidad de 12 reaccidn, nc observindose cstin«!hé!&n mis
alts al aumentar la concentrscidn de FAD. ldénticos resulta~
dos se obtuvieron cuando el efecto del FAD se eansay8 con uns

preparacidn que hablTa sido dislizads previamente,

1.8.b. Reduocoidn enzimdtioa de nitrite oon WADH,

Le caracterizacién de s reaccidn cotallizada por l»
nitrito reductasa utfilizando HADH como donador de slectrones,

se expone en la Tabla VI, Puede apreclarse que la oxlidacién
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Fig. 11. Efecto de la concentracidn de FAD en la actividad
de la nitrito reductasa de Azotobacter chroococcum. Las
condiciones experimentales fueron las mismas del ensayo
standard de la actividad NADH-nitrito reductasa, excepto
que ademés se afadié FAD a las concentraciones que se indi
can. Preparacidn de nitrito reductasa, 0,2 mg.




TABLA Vi

REDUCCION DE NITRITO POR LA NITRITO REDUCTASA DE Azotobacter
chroococcum CON NADH CONO DONADOR DE ELECTRONES

HADH oxlidado

$istema (nmoles/min)
Completo 25
Menos &&ﬁﬁ | 0
Menos MO, : 8
Menos nlitrito reductasa 0
Completo, nitrito reductasa
ealentada (5 min a 1007) 0

Las condiclones experimentales fueron las mismas Gusar!tai
pars el ensayo de la actividad NADH-altrito reductass. Pre-
paracién de nltrito reductasas, 0,6 mg. ‘
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de HADH ers dependlente de la presencia de at:ritbfvfﬂua ta
- reacclién no tenfa lugar cuando la preparacidn taquﬂttea‘xl
omitis de la mezcla de reaccldn o se hirvis durante § minu-

tos,

) ~ £n ausenclis de nitrito, la adicidn de hléé@ki!nnin
pa o sulflto, a concentracidn final de ! mN, o la'ﬁqtdtnféﬂ
reacecién, no provoesd ninguna oxldac!idn de QAB(?}K;,!éaluta
cuando esto aismo se ensayd en presencls de FAD, txﬁiuyinq$;
se de esta manera la posibllidad de que estos uanpuﬁttéﬁ”

sean verdadaros sustratos de 1a nitrito reductasa.

1.8.¢. Valoree de las Xm para el nitrito y el NADH

En la Flg. 12 y en aﬁt éu;?esantaﬁiéa del tipo Line~
weaver-Burk puede verse ¢l efecto de la concentraclifan de al -
trito en la actividad HADH-nitrito reductasa, en!nnlia#asa de
esos datos una constante de Michaells para el nltrito de 5,5

uM,

‘ Espleando el mlismo tipo de representacién , se pre-
senta en la Flg, 13 el efecto de la concentracifn de KADH en
1s actividad del enzima, siendo en este caso de 15 LA o) va~

lor estimado de 1a Km para el HADH,



254 Km Nitrito = 85 uM

NADM OXIDADO (pmotes /miny
3
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Fig. 12. Efecto de la concentracidbn de nitrito en la ac-
tividad de la nitrito reductasa de Azotobacter chrooco-
ceum. Las condiciones experimentales fueron las mismas
que las del ensayo standard de la actividad NADH-nitrito
reductasa, excepto que el nitrito sédico se afiadid segln
se indica. Preparacidén de nitrito reductasa, 0,6 mg.
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Fig. 13. Efecto de la concentracidén de NADH en la activi-
dad de la nitrito reductasa de Azotobacter chroococcum.
Las condiciones experimentales fueron las mismas del ensa
yo standard de la actividad NADH-nitrito reductasa, excep
to que el NADH se afadié segin se indica. La oxidacidn
del NADH se siguid registrando el cambio de la fluorescen
cia a 450 nm. Preparacién de nitrito reductasa, 0,2 mg.
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1.8.d. Peso moleoular de la nitrito reductasa

E} péso molecular de la NADH-nlitrito reductasa se
determind por sintrtfugastéa‘na gradiente de écasfdud~du
sacarosa. tal como se descr;be en e succ!ﬁa Muta?!ntas y
ﬂltodo:, detorntuindoua pars el mlsma un valor dc ty.aua

da!toas (Figf %k)

Debldo a la marcada Inestabiiidad de! enzima no se
‘obtuvieron resultados positivos cuando se Intents estimar
el peso molecular pb? f!ltrie!én ch gul&: de sépﬁiénx o Aga

rosa.

i.sﬁce Inaibtdarca

“La Tabla VI| muestra e ¢f¢¢to de varlos compues~
tos en tn reduccién enzlm§tica de nitrito. Puede obstrvar*
se que tanto el p-hidroximercuribenzoato como el clanuro
se comportan como Inhibidores muy potentes de la ndttvf&aé
NADH-nitrito reductasa obtenl&ndose una Inhibicién practi-
camente total a concentraciones de Inhibldor de 0,1 mM, Sin
embargo, no se observé ningdn efecto inhibldor cuando se en

sayaron axlda, clanato o carbamil fosfato.
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Fig. 1h. Diagrama de sedimentacidén de la nitrito reducta-
sa de Azotobacter chroococcum por centrifugacidn en gra -
diente de densidad de sacarosa. Las condiciones experimen
tales fueron las mismas que las de la Fig. L. -
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TABLA VI

EFECTO DE DIFERENTES INHIBIDORES EM LA ACTIVIDAD NADH-NITRITO

REDUCTASA DE Azotobacter chroococcum

Concentracién inhibicién

jub!btdcr o | (%)
Hinguno : 0
pHNB 10”5 M
pHNS o 107" 100
ek 1075 ‘o
CNK Th 93
HyNe T I 0
cNOK 1073 o
Carbamil fosfato 1073 0

Las condlcliones experimentales fueron las mismes que las del
snsayo standard de la sctividad NADM~-nitrito reductass, excep-
to que se afladieron los diferentes Inhibidores a las concentra
clones finales que se i{ndlcan. Preparacidn de nitrito reducta~
sa, 1,6 mg. |
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La Inhiblcibn producide por el clanuro resultd ser
de tipo competitivo con respecto al nitriteo {Flg. 15), cal~

culdndose un valor para la KI de 32 nM,

1.8, f» !cﬁcq&iamatria de la owidacidn de ¥ADH, r&éﬂsa@én &u

nitrito ¥ formaoién de amoniagec

Los resultedos gque se presentan en la fﬁ&!#j’i§} 
#anuaitraa que la reduccidn de nitrito catallzada 9nfli§ n!‘
trito reductass es concomltants con la oxldacién de atntlda-
des attnqa!un&tr!&ns &c NADM: por eudn mol de. n!tr!tu r:duel
do se oxidan 3 moles del nuﬁ!tﬁt!&ﬂ cuando la resccidn se de

Ja transcurrir hasta que ol nlitrito se consume totalmente.

El producto de la reduccién enzimftica del altrito
ss fdentificd como amonlaco, establecléndose a diferentes
tiempos la estequiometrla de reduccisn de nitrito y forms ~
c18n de amonlaco: se consume 1 mol de nitrito por cads mol

de amonlaco formado (Table IX).
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Fig. 15. Inhibicién por el cianuro en competencia con el
nitrito de la nitrito reductasa de Azotobacter chrooco -
ccum. lLas condiciones experimentales fueron las mismas
del ensayo standard de la actividad NADH-nitrito reducta
'sa, excepto que el nitrito sédico se afiadid segin se in-_
dica y que, donde se especifica, se incluyd cianuro potd
sico en la mezcla de reaccidén. Preparacidén de nitrito re
ductasa, 0,6 mg. ‘
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TABLA Vit
ESTEQUIOMETRIA DE LA REDUCCION DE MITRITO Y OXIDACION DE ﬂ&bﬁ

EN LA REACCION CATALIZADA POR LA MITRITO REDUCTASA DE

Azotobacter chroogoccum

NO, sfadido HADH oxldado i
(amoles) (nmoles) Rezén ”““3’*°3
20 66 3,30
4o 113 2,83
60 170 2,86

Ls mezcla de reecclén contenfa, en un volumen flnsl de 2 wi,
tampSn fosfato potésico, pH 7,0, 150 umoles; preparacisn de
nitrito reductasa, 0,7 mg; NADH, 0,45 wsoles y nitrito s8di~
co, segiin se Indice. Tliempo de reaccién, 15 min, Las demfs
condlicliones experimentalss fueron las mismas que les dal‘¢u¥ 
sayo standard de actividad HADH-nltrito raductass. |



TABLA X

ESTEQUIONETRIA DE REDUCCION DE NITRITO Y FORNACION DE AMONIACO
EN LA REACCION CATALIZADA POR LA NITRITO REDUCTASA DE

Azotobacter chroococcum

Tiempo na; desaparec!do nﬁ; formado ! ;  *
(mfn) (umoles) (umoles) Razén 35:’“”&
10 1,51 1,64 0,92
15 2,40 2,44 0,99
20 3,35 3,14 1,16

La mezcla de ruaae!én contenfa, an un volumen flinal de 2 n?
tampén fosfato potéisico, pH 7,0, 150 pmoles, preparacién d#
aitrito reductasa, 3,3 myg: sAbH, 12 ymoles y nitrito sédlico,
4 ymoles., La resccién se llevd a cabo 2 la temperaturs de 302,
en tubos ablertos, toméndose alfcuotas a los tlempos cue se
Indicen para estimar en sllos nitrito y amoniaco- :
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2, PAPEL DEL MOLIBDENO EN LA ASINILACION DEL NITRAYO EN:

Azotobscter chroococcum

£} molibdeno tiens una funcién esencial en lo asi~

ailacién del altrato en Azoeaaaagnrywhrccaaedgu detcr‘un

constituyente funclonal de 1a nitrato '.d“ﬁﬁ."i é,"""
de isti slemento en dicho proceso se limits ¢n¢}ﬁilv§n¢ae¢
s su Intervencién en el primer estadlio de 12 asimilacién,

e8to es, la reducclén de nitrato & nltrite,

2.A. Incorporacidn de molibdeno radloactivo a ls nitrato

Al crecer células de Azotobacter chroococcum dursa-
te 15 hores en un medlo con nitrato y 0,15 mC/1 du ﬂe”‘(ﬁ.ﬁ
UM en mollbdato sménice radiosctivo), se observa una fuerte
incorporaciln por parte de las células de la radicactividad
correspondiente al nags, radicactividad que se mantiene des~
pufs de lavadas y en sl extracto crudo prepesradoe & partir

de ellas.,

Cuando ¢! extracto se purlflic8, gren parte de la ra~
diosctividad quedaba asociada » las fracclones cwnkagtivsénd
nitrato reductass. La Fig. 16 muestra el paralelismo existepn

te antre lo actividad nlitrato reductass y la radiosctividad
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Fig. 16. Paralelismo entre la actividad nitrato reductasa
de Azotobacter chroococcum y la radioactividad del Mo99.
Las fracciones analizadas corresponden a las obtenidas
tras el paso de purificacidn del enzima por filtracidn en
gel de agarosa. '
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del Mo3? en las distintas fracciones obtoalda:}ai,!am§tcr
el extracto previamente purificado {(por eraaatogénf!a de
Intercamblo i8nico en DEAE-celulosa y prt@lptt&ﬁ!&b ﬁau
" sulfato aménlco) a cromatograffa por f!!t?a&iﬁufauzhd! de
agarosa; resultados anflogos se‘obtuv!aran 3!‘aéitfgﬁit

la fllitracién en agarosa por otra en gel daﬁseghaétu;a~¥$ﬁ.

Cuando el extracto paraia%mente‘par!fiéaﬁa‘si”sn~
metld8 a centrifugacién en gradifente de sa¢nre;a.‘§# 1ag§r
de flltraci8n por geles, se sigulé observando el para!q!ig
mo ya Indicado entre actividad enzimftica y radloactividad
(Flg. 17). |

2.8, !ﬁhlbteisnvpar'tungstenq da? creafafeata dcy&gqtcbaé*

ter chroococcum en medios con nitrato

En la Fig. 18 puede verse como el tungsteno lmpi-
de, de forma muy eflicaz, el crecimiento de A, chroococcum
en medios con nitrato a los que no se les habTa afiadido mo
1ibdeno. La I{nhibicién del crecimiento aumenta a medlda |
que lo hieu la condnntrae!&n de tungstato en el medio de
cultivo llegando a ser précticamente total para eaaeu&trg-

cliones de tungstato entre 0,1 y { mM,
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Fig. 17. Paralelismo entre la actividad nitrato reductasa
de Azotobacter chroococeum y la radicactividad del Mo 99,

Las fracciones analizadas corresponden a

las obtenidas

tras centrifugacidén en gradiente de sacarosa, durante 11
h a 50.000 rpm, de una preparacién previamente purificada
por cromatografia en DEAE-celulosa y precipitacidon con

sulfato aménico.

La fraccidn 1 corresponde al

fondo del

gradiente, Otras condiciones experimentales en Materiales

y Métodos.
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Fig. 18. Efecto de la concentracidén de tungstato en el cre-
etmiento de Azotobacter chroococcum en medios sin molibdato
afiadido y con nitrato como fuente de nitrdgeno. Las condi -

ciones experimentales se encuentran descritas en Materiales
y Métodos.
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2.c. Efecto inhibidor dal tungsteno en relacién con la fuen-

te de nitrégenoc

E1 efecto Inhibldor del tungsteno del crecimiento

de A. chroococcum solesiente se df cuando las células utlii-
zan el nitrato (o el nitrSgenc) come fuente dd'af:fésﬁac ’

Inorgénico. En efecto, s! al nitrSgeno se unnin!ntru on for
ma de nitrito o de amonlaco, sl tungata»o Rro !a:or'iorc con
el crtuintaato de las célules adn » aeac‘atraatonot 4: este

metal tan -itas como 1 mM (Fig. 19).
Los resultados hasta aqul expuestos locallzan la
tah!btaléu por tungsteno, y por tanto el papcl dtl mol ibde~

no, en ia reduccién de nltrato & nltrito.

2.0, Efecto del tungsteno en las actividades de los snzimas

del sistema asimliisdor del nitrato

£) efecto de 1» presencia del tungstane en ol medlo
de cultlivo sobre los niveles celulares de sctividad de los
enximas nitrato reductass y nitrito reductasa, se muestra en

la "ﬂn 20.
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Fig. 19. Falta de efecto del tungstato en el crecimiento de
Azotobacter chrooccoccum en medios sin molibdato awiadido Yy
con amontaco (a) 6 nitrito (b) como fuentes de nitrdgeno.
Las condiciones experimentales se encuentran descritas en
Materiales y Métodos., ' :
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Fig. 20. Efecto de la concentracidn de tungstato en los

niveles celulares de actividad de los enzimas del siste-
ma reductor del nitrato en Azotobacter chroococcum. Las

células se cultivaron en medios con nitrato, exentos de

molibdeno, y con las cantidades de tungstato sG6dico que

se indican. A las 20 horas se prepararon extractos celu-
lares y se centrifugaron a 120.000 x g durante 2 h, de-~

termindndose las actividades enzimaticas en los corres-

pondientes sobrenadantes. ‘ : ‘
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Puede verse que las actividades a:pucf!taaafﬁ«
nitrato reductasa en los extractos celulares dttnlnafnﬂ\
de uns forms muy marceds en respuesta & la «oucautt§q§§§
de tungsteno en ¢l medlo de cultivo. La nltrato rq#détif
sa llegaba a ser pr(uzicamcntc Insctiva cusndo la zonség
tracién de tungstato en tg.ﬁaié&l&a de u&trlaatau,ﬁ}#&égg -
ba valores superiores a 10 uM. Por el contrarle, ﬁqi;giw
concuutriétonat de tungstato no afectaban de nanoi§ §i§§'
na artas actividades aspeciflicas de nitrite rcduct;?@{ig

¢sos mismos ext raetu “

Estos resultados distinguen a ls attrntu i¢#§§ti~
sa como Gnico enxima del sistema asimlilsdor del nttritixga
esta bacteria cuys actividad se vé interferids per'ii"éaagx
teno, excluyéndose por otra parte que ol metal ncgﬁcyfﬁt¢r~
feriendo con la entrada &ul nitrato a la célula, fdﬁ!btlt -
dad que ha de ser descartads debido al hecho de que el ni-
trato se toms del medio de cultivo sdn en la presencia de

altas concentraciones de tungstato.

2.E. incorporacisn del tungsteno en la nitrato reductasa

Como hemos visto, sl tungsteno lnt&rf!.ri‘!n qét!*

vidad nitreato reductass. Sin embargo, quedabs por hcik?a?
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s{ esta Interfersncia se deabs a gque sl tungstend iﬁp!da ia
entrada del mollbdeno en la nitrato reductasa, o blen a
que o1 tungsteno se Incorpora en el lugar ocupa¢n pqé:¢i

mollbdeno en 12 molécula deol enzima,

$1 se cultivan células de A. chroogoccum éﬁfohtg
15 horas an un medis con nitrato, exento de ao)ihd;no Y
ceﬁtiu!#kda 0,15 mC/V de U‘as (5 uM en tunystatqf;&élka)
se obtiene un extraate crudo altamente radlosctivo y gon
baja ectividad nitrato reductasa. Al soact&r s purifica-
¢lén dicho extracto y estimar los contenidos en radioacti-
vidad y activided nitrato reductasa de las fracclones re~
sultantes del Glitimo tratamliento de purlflcacién {cromato~
graffa de flltracién en gel de agarosa), se encuentras co-

185 y la peque~

rrespondencls entre la radlosctividad del ¥
fia actividad nitrato reductasa que subsiste despuls del
tratamiento (Flg. 21, a), 1o que Indica ta Incorporacién

del tungsteno a la molécula de!l enzlima.

2.F, Competencia entre mollibdeno y tungsteno por el mlismo

sitio en 1a nitrato reductass

81 se repite el experimento enterlor con w‘”’, on
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Fig. 21. Asociacidn del tungsteno con la nitrato reductasa
de Azotobacter chroococcum y competencia entre molibdeno y
volframio por el mismo sitio del enzima. Las células se g

. . 185. 185_
crecieron en presencia de a) W tungstato 5 uM o b) W
tungstato 5 uM mas molibdato frio 5 uM. La radjoactividad
del W18 y la actividad nitrato reductasa se determinaron
en las fracciones resultantes de la purificacidén del enzi-
ma por filtracidn en gel de agarosa.
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los mismas condiclones pero con molibdate frfo o cnnéiﬁtiu~
ci18n equimolecular con el tungsteto, el extracto celular en
este caso Incorpors mucho menos radioactivided que en el ca
so anterior.en que ¢! wollbdeno no se encuentra prcisgtn en

¢l medio de cultivo.

A} purificsr el extracto celular torrntp&a(!oétc,
se observa, en las fracclones resultantes de ls ffigrﬁelén
en gel de agaross, que la radiosctividad lnuarvcrﬁ#i §§
disminuldo considerablements con respecto sl caso ibjjiﬁcr.
mientrus se presentas alts la actividad nitrato rninettsiv

dependiente de mollbdeno (Fig. 21, b).

Les anterlores experiencias Indican que el molib~
deno y sl volframlo compiten por el mismo sitlo fune!;aa!
en el enzima siendo activas como nitrato reductass sélo las
moléculas de snzima que tlenen Incorporado sv metal fislold

gico, esto es el molibdeno,



3. PAPEL DEL MIERRO EN LA ASIMILACION DEL NITRATO EN

Azotobacter chroscoccum

En esta bacteris, el hierro juega un interesan-
te papel en el proceso de reduccién del nitrato, y» iqﬁo
parece Intervenir como Importante elemento funcional del

enzima niterito reductasa.,

3.A. Efecto del hlerro en las actividades dp,lnq”§n§in¢s

del sistema reductor del nitrato

Aunque la adicién de hlerro al medio de cultlve
Incluso a concentraclionss de 0,1 mN no afecta apreclable-
mente sl crecimiento de A, chroocogcum en medlios con nl-
trato, puede observarse, sin embargo, un !nturasnétprntas
to sobre los niveles celulares de sctividad »ltrité redug

tass.

Efectivamente, se d& un Incremento notable en
Jos niveles de sctividad nitrito reductass de los corras-
pondientes extractos crudos en respuests a la concentras~
&!66 de hierro abadido al medio (Fig., 22). Por el contra~

rlo, v como puede observarse sn 12 misma figurs, el nivel



A—A M¥H-nitrito reductasa

40 o0~—0 NADH-nitrito reductasa

e-—e& Nitrate reductasa

ACTIVIDAD NITRITO REDUCTASA o NITRATO REDUCTASA
{miliunidades por mg protzina)
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[Fe

Fig. 22. Efecto de la concentracidén de hierro afiadido al
medio en los niveles de actividad de los enzimas del sis-
tema reductor del nitrato de Azotobacter chroococcum. Las
células se crecieron en medios con nitrato y las cantida-
des de suifato ferroso que se indican. A las 20 horas, se
prepararon extractos celulares y se centrifugaron a '
120.000 x g durante 2 h, determinidndose las actividades
nitrato reductasa y nitrito reductasa en los correspon -
dientes sobrenadantes. ‘ o
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de actividad nitrato reductase, bajo las mttnas.tﬁhdtgla~
nes, no parece afectarse de modo sligniflicativo por las di

ferentes concentraclones de este matal,

Este afecto del hierrc sobre la nitrite raéuﬁin*
sa permite suponer un pspel esenclal de este .:.a;n:a_¢o~
mo constituyente funclional de este enzima del ﬁi:tu@# re-

ductor del nitrato.



L, PORMAS INTERCONVERTIBLES, ACTIVA E INACTIVA, DE LOS
ENZIMAS DEL SISTEMA ASIMILADOR DEL NITRATO DE

Azotobacter chroococcum

Tanto 1a nitrato reductasa como la uitrlen*fadue*

tass de Azotobacter chroococcum presentsn dos ﬁowh.;fd!ftv

rentes ~activa e Inactiva- Interconvertibles sntre sf. La
axistencia de estas formas tlene un gran taturil,'gu'qun
el proceso de Interconversién puade ser ut!l!tc&é por la
célula para la regulacién de la actividad de tubﬁi enzimas

del sistema asimlilador del nitrato.

b,A. Insctivecién reversible de la nitrato reductasa

La nltrato reductase se Inactiva por la scclén
del hildrosulflito y bajas concentraclones de nitrato. El

clanato puede revertir completamente esta Insctivecién.
h,A.a. BEfecto de nitrato e hidrosulfito enm la inaotivaeidn
de la nitrato reductaea

La sctividad nitrato reductass se nf;ctat&,ﬁﬁr el

nitrato de maners muy particular: bajas concentraciones de
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nitrato (0,1 M) Inactivaban considerablemente sl enzima
en pesoiyalaatax, mientras que concentraclones ait&; tia,
mM) no tenfan efecto précticaments. Este fqnénanﬁ-traiigi
trictamente dependiente de la presencis simultines d;}, °

agente reductor hidrosulfito en 1a mezcla de raaac!&ag{f

Como se muestra en la Fig. 23, cuando lakaitfi»r;
to reductasa se Incuba a 0% durante 5 minutos con hidé;wi
sulfito y concentraciones craclentes de nitrato, tiene
lugar una Inectivacifn complets a concentracién de nitrgy
to 0,1 mM. A concentraciones més altas (1 a 10 »i), ai‘ 
nitrato no afecta 1a activided del enzime de modo s!gﬁt§  
ficative. Pusde verse también que la acclén del htdfug@iuy
fito es lti#&la! pars el procesc Q& inaet!vatiﬁn, ya'§§§  

en su ausencla no se obsarva pérdids alguna de actividad.

h.A.b. Caracteriasccidn del nitrato como agente inaotivante

Ante 1a posibliiidad de que el nitrato pudiers no
ser el verdadero agente Insctivante de la nitrato reducts
sa, se ensayarén también varios posibles derivedos resul~

tantes de su Interscclén con el hidrosulfite y ef cn:luﬁ,
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Fig. 23. Efecto de la concentracidn de nttrato, en ausen-
cia y en presencia de hidrosulfito, en la actividad de la
nitrato reductasa de Azotobacter chroococcum. La nitrato
reductasa (0,3 mg/0,7 ml) se preincubd durante 5 min a 0=
con tampén fosfato potdsico, pH 7,0, 150 mM y las concen-
traciones de nitrato potdsico que se indican, en ausencia
y en presencia de hidrosulfito sédico (0,8 mg en 0,1 ml
de bicarbonato sédico 95 mM). La actividad nitrato reduc-
tasa se estimd entonces, después de suplementar con los
reactivos del ensayo standard.
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tales como altrito, hidroxilsmina, hidrazine y inaﬁf;éo,'pn~

ro sln conseguirse resultados positives,

h.A.c. Metil-violégeno y eilanato ocomo gra#au*av&t;ééntﬂd‘Sa
 {nactivaoidn i

Le Tabla X muestra que la Insctivacién dn;!i nitra
to reductesa produclda por la accidn cooperstive de n!trseo
e h!drvsuif!te podfs evitarse, de manera prﬁttiﬁancuta to -~
tal, por la presencla de metil-violSgenoc o c!au;te_on s

mexcls de prelacubacién del enzima.

d.,A.d. El oianato como agente reactivante

El clanato, que como hemos visto snterlorments, ers
cipaz de regenerar le velocldad mdnime de una nitrato reduc~
tass inactiveda durants el curso de 1a reaccién, se aqupbrti
también como un eflcacisimo reactivante del enzima ﬁ@gn&a és
te se habfa Inactivedo por preincubacién con la mezcls de hl
drosulfito y nitrato, como puede observerse en la Yabls Xi.
£l met!l-violégeno gue era eficaz como protector, aa fué cl~
pax, sin embargo, de revertir la !utetiv:c!ﬁu una ver que {5

ta habfa tenido lugar.



INACTIVACION Y PROTECCION DE LA NITRATO REDUCTASA DE

TABLA X

Azotobacter chroococcum

Adlclén Activided rc!ut!yc

£ 3 ’
520 107
S04 + MV 93
5,007, cwo 143
sze§“, uo; '
52007+ Wo3, eaa“ 146

La nttrato reductasa {ﬁ b mg/0,7 ml) se prelncubd du’f;
rante 5 min a 0% con tampdn fosfato potésico, pH ?,o,,~
150 mR y los compuestos sigulentes segiin se Indlca: s
clanato potésico, 1 umol; hidrosulflito sédico, 0,8
wmg; nitrato potdsico, 0,1 uymol; aouit-v!ol&gunc,l7

e,is ymoles. £n cada casoc se estimd la aee!vtdnﬂ’31*17
trato reductasa (corregida cuando fué necesarlo, tdﬂ '
nlendo en cuenta el nitrito formado dursnte el trats
miento de prelincubacién) despuls de suplementar con

los reactivos del ensayo standard de la actividad nl

trato reductasa.

103
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TABLA X1

INACTIVACION ¥ REACTIVACION DE LA NITRATO REDUCTASA OE

Azotobscter chroococcum

Adlciédn Activided rc!uttﬁ:
Tratamlento | YTratamiento 1} (x)
$.02°, N6  NlInguno | 13
2v%y 3 _ i)
) Ru .
szag . “63 My 12

La nitrato reductasa (0,4 mg/0,7 al) se prelincudd du -
rente § min a2 0% con tampén fosfato potdsico, pH 7,0,
150 mM, hidrosulfito s&dico, 0,8 mg ¥y nitrato potés] ~
co, 0,1 umol. A este primer tratamiento sliguld un se-

gundo periodo de 5 min despuds de alladir metil-violbge
no, 0,15 umoles o clanato potdsico, ' umol segln se in

dics (Tratamlento 11). Otras condicliones experimenta -
les como en la Tabla X,
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b.b. Inactivacisn reversible de la NADH-nitrito reductass

La nitrito reductasa de este organismo ard;anta tam~
bién dos formas Interconvertibles, activa e Insctiva. La Inag
tivacidn se consigue por tratamiento con NAD(P)H, pudiende

ser revartidas por ¢l nitrito.

M.B.a. Imaativaeidn de la BADE-nitrito reductasa por NADE y
proteceidn por nitrito C

La velocldad de oxlidacién de NADH paé el altrito sra
1inea) con respecto al tiempo durante 15 minutos pér !a RenOS,
en las condiclones descritas para el ensayo standard, S{a an-
bargo, cuando la nitrito reductasa se prelncuba prcwtaashtu
con HADH a temperatura amblente y en susencia de nitrito su-~
fre una Inactivaclidn rapldfsima, como puede verse on la Fig,
24, donde se representa la cindtlica de Inactivacién por NADH
de la nitrito reductass, También se muestres en la misme fligu-
re que cuando el snxzime se prelncubs con NADM y n!trlto, 1a

actividad original se mantiene practicements constante,
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Fig. 24. Cinética de la inactivacidén por NADH de la NADH-
nitrito reductasa de Azotobacter chroococcum Yy su protec—
eién por nitrito. La preparacion de nitrito reductasa
(0,8 mg/1,8 ml) se preincubd a temperatura ambiente con
tampén fosfato potdsico, pH 7,0, 80 mM y donde se indica,
NADH 0,15 mM y nitrito sédico 1 mM. La actividad NADH-ni-
trito reductasa se estimd a los tiempos indicados, des-
pués de suplementar (cuando fud necesario) con los reacti
vos del ensayo standard.
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4.8.b, Efeoto de la concentraoién de WAD(P)H en la ingeti-

vaeidn

La Fig. 25 muestra 1a Inactivacién de 1o nltrite
reductass en funciSn de s concentracidn de NADH: se p! -
cenza una pérdida totsl de activided al preincubar e! en-

zima durante S minutos con MADH s concentracidn 10 uNM,

E1 HADPH es también wuy efectivo para ({Inactivar
al enzima como se deduce de la Flg. 26, donde puede verse
que, a concentracidn 15 uM, es capax de asnuler la activi~

dad nitrite reductase por preincubaciSn durante § minutes.

4.8.c. Reaativaoidn por nitrito de la imaotivaeidn causada
por NADE S

£! nitrito no s8lo protegs a la altrite reductass
de la 8aaet%va¢t$u por el NADM, sinoc que adends y como pue~
de verse en la Flg., 27, reactiva casl eaup!st&nchta\il one
zima on un perlodo de tiempo bastante corto, 1331; §5641 »
la mexcla de prelncubaclidn despufs de que el ﬂﬁbﬁ hi‘CJnr*

¢ldo su efecto Inactivante,
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Fig. 25. Efecto de la concentracién de NADH en la inacti-
vacién de la NADH-nitrito reductasa de Azotobacter chroo-
coccum. La preparacién de nitrito reductasa (0,4 mg/1,8
mi) se preincubé durante 5 min a temperatura ambiente con
tampén fosfato potdsico, pH 7,0, 80 mM y las concentracio
nes de NADH que se indican. La actividad NADH-nitrito re-
ductasa se estimé a continuacidn de suplementar con los
reactivos del ensayo standard.




ACTIVIDAD RELATIVA (por ciento)
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Fig. 26. Efecto de la concentracidén de NADPH en la inacti-
vacidén de la NADH-nitrito reductasa de Azotobacter chroo-
coccum. Las condiciones experimentales fueron las mismas
que se indican en la Fig. 25, excepto que la preincubacidn
se llevé a cabo en la presencia de NADPH, a las concentra-
ciones que se indican,en lugar de NADH.




-ACTIVIDAD RELATIVA (por ciento)
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Fig. 27. Reversidn por nitrito de la inactivacidn causada
por el NADH en la NADH-nitrito reductasa de Azotobacter
chroococcum. Las condiciones experimentales fueron las

mismas que se indican en la Fig. 24 para la preincubacidn
con NADH, excepto que al tiempo indicado por la flecha se
aftadidé nitrito sdédico.
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A diferencia de la Inactivacidn causada por 91 
NADH, 1a que se producta al prelncubar con WADPH, ade =
nis de transcurrir miis raplidamente, no podfa ser prote-

gida n! revertids por el nitrito.

%.8.d, Caracterisacidn de los efectos de nitrito y EA@(?)&

' Con objato de carscterizar los efectos dc:ﬂxa{F}ﬁ
y nltrito en la Insctivacién reversible de 12 nitrttc»?ﬁiﬁ
ductasa, se llevd a cabo el experimente cuyos rnsu!tiﬁat
se presentan on la Tabla Xil. Puede verss que t&!o 1wr!or~
s reducide del nicotinamide-sdenfn-dinucledtido era .fie&i
va pars promover el proceso de inactivacién, resultando
inerte a este respecto el nap®. E1 HADPH, como se huv!udiu
cado anteriormente, era tamblén muy efectivo como Inact! ~
vante, pero e} nitrito sSlo presentabs sus efectos -proteg
tor y reactivador~ contra 1a Inactivaclén por %ap ptridfa-
nucleStidos reduclidos cuando el agente redyctor eras .§,‘
NADH; la prelncubacién con NADPH en presencla de nitrito
se traducTa en una Inactivacién total. La érotneatdn por
nitrito resulté sar especTflica de este compuesto Inorgéni~
co de nitrSgenc y nl el nltritc nl el amoniaco prn:antnﬁan

este tipo de efeacto,
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YABLA X1}

ANACTIVACION POR WAD(P)H Y PROTECCION POR NITRITO DE LA
NADH-NITRITO REDUCTASA DE Azotobacter chreococcus

Adicidn Actividad relative

(%)
Ninguna 100
NADH o s
nao* 110
NADH, NO, | 90
HADHN, uag ‘“
NADH, NHL .
NADPH o ’
napp* 100
MADPH, WO, | 6

Ls mezcla de prelincubacidn conteanfa, en un volumen f!uc!i
de 1,8 mi: tampSn fosfato potdsico, pH 7,0, 150 pmoles;
preparacién de nitrito reductasa, 0,4 mg y, donde se In-
dlics, NAD(P)T, 0,3 umoles; NAD{P)H , 0,3 umoles; nitrito
s8dlco, 2 umoles; nitrato potésico, 10 uymoles o sulfate
saménico, 1 umol. Después de 5 min a temperaturs amblen-
te, se oestimd la esctividad NADH-nltrito reductass, suple
mentando cuando fué necesarlo, con los resctivos del en-
sayo standard,
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h.C. Efecto de la anaeroblos!ls sobre la nzlnlt;gtdn”én ni-

trato y nitrite

La carencia de alre en la fase gaseoss del medio
de cultive tiene un efecto muy marcado sobre 1s utiiize =

clén del nitrito por las células de A.,chroosﬁcchn. 

En efecto, cuendo una suspensién inrcilulnn’¢r§4
¢lendo logarftmicaments con nitrato 3e gasea con ara5;; 
se observa en el término de 30 minutos una excreccién
apreclable de nitrito al medlo, coss que no tlene luyar‘ 

en un control paralelo gaseado con alre,

Cuando la fuente de nitrégenc es el nitrito, la
Incorporaci8n de este anidn por las células es hu:t&ati ,
mis alta en el caso de que 1a fase gassoss ni alrakqut ~9
cusndo ss sustituye por argon, como se muestrs en la
Flg. 28, Puede verse también en dicha flgurs que, cuando
se restituye la alrescién ol medio que se encontraba en
condiciones anserdblicas, la veloclidad de tngorpﬁraéltn, ‘

de nitrito sumenta muy considerablemente.
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Fig. 28. Efecto de la anaerobiosis sobre la asimilacidn
del nitrito por Azotobacter chroococcum. Células que es-
taban creciendo exponencialmente en nitrato, se recogic-
ron, lavaron y resuspendieron en un nuevo medio con ni =
trito 2 mM como (nica fuente de nitrdgeno. Dos alicuotas
de 100 ml de la suspensidén, conteniendo 1,5 g de peso hi
medo de células, se burbujearon, una con argon y otra
con aire, durante 15 minutos; después de este tiempo, se
suplementd con nitrito sédico hasta restablecer la con -
centracién final de este anién a 2 mM (tiempo cero), con
tinuandose el burbujeo indicado. La flecha sefiala el mo~
mento en que el gaseo con argon se sustituyd por aire. A
los tiempos que se indican, se tomaron alfcuotas del me-
dio y. se centrifugaron a baja velocidad, determindndose
el nitrito en los correspondientes sobrenadantes. Otras
condiciones experimentales, en Materiales y Métodos.

2



5. neeamaesen DE LA SINTESIS DE LOS ENIIMAS DEL slS?tﬂa
ASIMILADOR DE MITRATO DE Azotobacter ehruogugtgﬂ

ftuoua!uﬂcs 6: manera muy éfruetc por la aaturn!cxa du tt

fuente do nttrégenc Inorginico en e! medio de talttg¢;~io

que Indics la aparents natursleza Inducible del tﬁlféig;

“Como se auestrs en la Table Xiil, los niVi%g#fao*
lulares de nitrato reductasa son suy bajos cuando fﬁkfutn'
te de nitrégeno es exclusivamente alre (esto es, 80% do
gas nitrSgenc) o amontaco. Por el contrarlo, el concﬁalia
en nitrato reductasa es alto on células crecidas onfébtsnﬂ

mente con nitrato o nitrite, bien s8los o con amonisco.

5.8. Inducclién do 1a nitrito rsductass

Similarmente a lo descrito para la nitreto reduce
tass, los niveles de actividad nitrito reductass se encon-
traban muy Influenclados por la naturaleza de la fuente de

aitrégenc, Indicando uns naturalezs sdeptativa del enzimas,



TABLA X111
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EFECTO DE LA FUENMTE DE NITROGENO INORGANICO EN t0$<ﬁiﬁﬁkl$

CELULARES DE NITRATO REDUCTASA EN Azotobscter chroococcum

Fuente de nitrdgeno

Nitrsto reductasas
{mU por mg protelna)

N, 1.5
L aob(ua&)2 1,0
Mg, NOGK 26,8
Moy NONM, | ‘ 9,1

A células que hablan crecldo durante 12 horas con sire co=
mo Gnics fuente de nlitrSgeno, se le aftadisron los compues-
tos de nitrSgeno gue se Indican. Despuls de & horas de ere
eimlento aerdblico en las nuevas fuentes de nitrégenoc, se

prepararon extractos celulares pars estimar en ellos los

niveles de actividad nitrato reductasa. Las demfs condlcio

nes experimentales se encucatran en Materliales y Métodos.
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de tipo Ianduclibtle.

Puade verass en la Tabla XIV que el aoutcgt#o«oﬁ
nitrito reductess es alto en células crecidas con wléra¢
to o nitrite, sélos o en presencla de amonisco, Sin em -
bargo, cuando la fuente de nitrlgeno es nsc!antvanungt'k
‘a#ri‘e amonlsco, los niveles de actividad son abtci&t:’* ‘

mente nulos.

Conviene sefialar ademfs que cuando las célules
se creclen en nitreto o nlitrito y en la presencla di;aﬁa*
nlaco, utilizaban tanto las formes oxlidades de a!:tdgcgo

como e} amonlaco, de forma simulténes.



TABLA XiV

EFECTO DE LA FUENTE DE NITROGENO INORGANICO EN LOS MIVELES
CELULARES DE ACTIVIDAD NITRITO REDUCTASA DE

Azotobacter chroococcum

Actividad nitrito reductasa

Fuente de ni ' |
ente de nitrégenc {mU por mg protefna)

N, o e
L seh(ua§)2 ‘~ 0
Nys WOSK | 4,2
Ny HONN, 3,3
Ny, NO,Ne 2,4
Ny, NO Na, SO, (NH,), 3,1

Las c&lulas se creclieron en na#tc; con las fuentes de nl ~
trégeno que se Indlican. A las 12 horas, se prepararon Qz4;

tractos c:talar«;'y se centrifugaron & 120,000 x g dursnte

2 h, determingndose la sctividad NADH-nitrito reductasa en
los correspondientes sobrenadantes. Las demis condiclones
Qagcr!stnta%cn se sncuentran descritas en Materlales y Mé-
todos.,



; ,;; ;;’ l 19

6. DETERMINACION ENZIMATICA DE HITRATO CON LA NADH-NITRATO
REDUCTASA DE ESPINACAS

6.A. Preparacifn del enxime

La preparacién de HADM-nltrato reductase anhidoda
paras las determinaci8n de nitrato se purifics o parttf;do
espinaca por una combinaciSn simplificeda de los procedi -
mientos descritos anterlormente (Panequse sgmgig,VQQGS;"faﬂ
noqdé y Losada, !966; Losada gi;gl,, 1969). 500 g~a§~ﬁq}a¢
dancrvfadat se homogenelzaron ta‘éna batidora Yﬂf&ix7¢a6
400 m! de Trls 25 aM (pH 7,5) gqua contenfs 2 uwM de clistel-
na. Despuls de filtrar a través de una gass, el fllitrado
se coentrifugl y el sobrenadants se tratd con 56“(ﬁﬂ“)2 5~
1ido hasta alcanzar el 453 de saturacldn en ests sal. ta
protefne yruélpf:aéi se disolvié en aproximadamente 50 m}
de Tris 10 mM (p¥ 7,5) contenfendo 5 uM de FAD y & alté e
ahadls uau'aélaeiﬁa sl 2% de sulfato de protamina {(pH apro-
ximado 2,5) hasta Ylevar la solucidn e una concentracidn
final del 0,5% en protamina. Despuls de centrifugar, el so-
brenadante resultante se trats con 20 m! de gel de fosfato

cdlcleo (25 mg por m1). La suspensi8n se de}s estar vy »



continuacién se centrifugs, lavéndose riptduucatn tl 5tal~
mento con 20 ml de fosfeato sSdlico 40 mM (p¥ 7,5). 83 anzl~
ma se eluyd finalmente con 20 ml de ptrof&t!nto‘tﬁdlca 100
wM (pH 7,0) que contenfs 20 uM de FAD y despuis de eantrt~

fugsr, el eluldo se utilizé como la fvuaza de qnxtna*

Por este praandia!cnta, que en can]aat;fﬁ@fé&&an
més 4¢”ﬁ¢s‘horas, se obtuvieron apr«x!n&d;ﬁnntn\zﬁfgﬁfa‘v
des {definldas como umoles de nitrato reducldo hati&{ﬁuw
to) de nitrato reductasa, con una pérdida de ogtfvf#@#

aproximade del 50% en una semana, s! se conssrva a 0%,

6.8, Estudlios cinBticos de la reaccién gggpttgggq.pnr”!g

de espinscas

NADN-nitreto reducts

Con objeto de seleccionar las cuné!at&ausfﬁptinut
del ensayo, asf como el rango do eflcacla para la valora=
clfn de nlitrato con este anzima, se llevaron a cabo expe~
riencias con cantidades varlables de Nkaﬁ~nttrat§ fi&uetn*

sa y de nlitrato,

La Flg. 29 muestras e) estudio 6fﬁit3¢ﬁv*ﬁtﬁiﬂo por

oxidacién de NADH- de la reducclén de una solucién de nl~
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Fig. 29. Estudio cinético de la titulacidn de una solucidn
de NO,K 100 WM con NADH en exceso y concentraciones dife -
rentes de nitrato reductasa de espinacas. La mezcla de
reaccién inclufa, en un volumen final de 1 ml, tampdn
Tris-ClH, pH 7,5, 100 ymoles; NADH, 0,25 umoles; y nitrato
reductasa como 'se indica. Con objeto de neutralizar el
efecto de cualquier NADH-oxidasa inespecifica, la cubeta
referencia contenia también, junto a los otros componentes
de la reaccidn, NADH en exceso (0,15 pmoles). Al tiempo ce
ro, se afnadieron 100 nmoles de nitrato potdsico y el co =
rrespondiente volumen de agua a las cubetas problema y re-
ferencia, respectivamente. La reaccidén se llevdé a cabo al
aire libre a temperatura ambiente y se reglstro con un es-
pectrofotdémetro Beckman DK-2A. ‘
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trato 100 .M, por cantldades diferentes de uttr&tn‘fgﬁagw
tasa. Puede verse que 50 miliunlidades de enzima raau!tta
suficlentes pars reducir completamente, en el término de

15 minutos, 100 nmoles de nitrato por mi,

Utitlzando 100 miliunidades de enzima por ml de
mezclas de reaccifn, se observd que se pueden zltularf&tr
modo muy preciso, soluciones de nitrato dentro 4-t~k§§;o

de 10 a 100 .M en tan sélo 10 minutos (Fig. 30).

‘?c'~5353321253%f1! de 1s reduccién de nitrato, axléiﬁifn
de NADH y forwaci8n de nltrlto

Para la exactitud del método de ensaye, conventa
establecer Jla relacién existente entre nitrato reducido y
HADH ax!&néb. as! como entre nitrato reducido y aitrtto‘
formado, para determinar el contenido en nitrato de uns
muestra, blen por medids del NADH oxlidado o por cstiuaélln

del nitrito resuitante de la raducclén,

En la Tablia XV puede observarse la perfecta co-
rrespondencis existente entre el contenido en nitrato de

la muestra y la cantidad de NADH oxidado a los 15 minutos
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Fig. 30. Estudio cinético de la titulacidén de soluciones
de nitrato de concentraciones diferentes (dentro del ran
go de 10 a 100 uM) con NADH y nitrato reductasa de espi-
nacas. La mezcla de reaccién y las condiciones experimen
tales fueron las mismas que las descritas para la Fig.
29, excepto que la cantidad de nitrato potdsico se varid
segiin se indica, mientras que la de nitrato reductasa se
mantuvo constante (100 miliunidades).



TABLA XV

ESTEQUIONETRIA ENTRE REDUCCION DE NITRATO ¥ OXIDACION DE
NADH EN LA REACCION CATALIZADA POR LA NITRATO REDUCTASA
DE ESPINACAS EN LAS CONDICIONES DEL ENSAYO STANDARD

N0y afedido NADH ox!dado e
(nmoles) (nmoles) Razén NOL/NADH
10 10,3 . o70
30 - 30,2 0,993
50 49,7 1,006
70 69,8 1,002
100 99,2 1,008

Las mezclas de resccién y las condliclones experimentales
fueron las mismas que en el caso de la Flg. 29, pero utl
lizando 100 millunidades de nitrato reductasa y Rcss go-
mo se indica. Después de 15 min & 30%, se calculd la ox}
daclién de NADH dlirectaments por el camblo en absof&&uéi@
a 340 am, o



128

de haberse Inlclade la reaccién: se consumfe un mol de ﬂﬂﬂa

por cads mol de nitrato reducido.

fguaimente se establecid, en las mismas condlgio~
nes, que la reducclién de uh mol de nltrato se tr#du&flf§§~

1a produccidn de uno de nlitricto (Tebla XAV1),

6.0, c¢nﬁtglb§oi‘:etndaré,anra tos andlisis de altrato gg_‘: ‘

ayestras

De los estudlos antes cltados se determinaron las
condiciones Sptimas o emplear en los anflisis: enzima, 100
millunldadas por mi; NADH, 250 sga!os por ml; n!tfﬁto 10 a

100 nmoles por mi; tlempo de reaccidn, 15 minutos.

En estas condiclones, el método results extraordi-
narismente preciso tanto en el caso de que se mida la oxida
cldn del HADH o cuando la estimacién se hags a partir del
nltrito formado. En este Gitimo caso, que por su staplicl~
dad se recomienda para los anélisls de rutina, se hace ne~-
cesario eliminar el plridin nucledtido con objeto de evitar

Interferenclias en el ensavo.
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TABLA XVI

ESTEQUIOMETRIA ENTRE REDUCCION DE NITRATO Y FORMACION BE ﬁlfkf?ﬂ
EN LA REACCION CATALIZADA POR LA NITRATO REDUCTASA BE ESPINACAS
EN LAS CONDICIONES DEL ENSAYO STANDARD

ao; afiadldo H0, formado . .
(nmoles) {nmoles) , Razén “Gsixéi
10 10,2 0,986
30 | 30,1 0,996
50 , 50,0 | 1,000
70 69,5 o 1,007
100 100,0 1,000

Las condlclones experimentales fueron lss mismas que en el caso
de 1o Tabla XV, estimSndose colorimétricamente ol nitrito forma~
do, en una alfcuota de la mezcla de reacclén despuds de elinminar
el piridfn nucleStido por precipltacién con acatato birico y eta
nol (Ramfrez at al., 1966; Lesada y Paneque, 1371).
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6.E. Interferencias

Por tratarse de un snsayo snximfitico, las Inter~
ferencias que pueden presentarse curraspondca’a li.pr¢th
cia en las muestras, de alguno de los !ahlblderas~¢aractg
risticos de la actividad NADM-nitrato reductssa (Relimplo
354g;., 1971 a). Por otra parte, la materia o'gtnlca,,quc
pusdan contener las muestras no afecta en modo a!gaao‘n
1a precisién de) método, Inconveniente que suele presen -~

~tarse en los métodos quimicos usualmente empleandos,
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Los rasyltados expuestos hastas agul han psrmitideo
resaolver, tanto s nivel flsliolénlco como molesular, un
buen niimero da aspsctos dal mecanlismo de la reducc!bn asl-

milatoria del nitrato en Azotobacter chroogoccunm, aonititg

yendo una Interasante contribucifn al esclarecimlento de
ests procesc en bacterlas, ya que los escasos datos duvquu
ss disponfa haste e! momento actual mantenfan una éenb!da»
rable confuslidn en torno al conocimliento de esta ftaétg‘
de! metabolismo del nltrégene Inorgénico en los cltaéég‘st~

croorganismos.

Uno de los més Importantes factores que ha permf-
tido la consecuclidn de estos resultados ha sido, sin lugar
a2 dudas, el haber escogldo como material de trabajo una

bacterla, tal como A, chroococcum, donde e utittzacidn

del nitrato en condlclones aerdbicas se efectda con un fin
sxclusivamente asimllatorfio. Esto excluye 12 posibilidad

de Interferenclia por parte de enximas que [ntervengan en

1a reduccién rasplratorlia del nitrato y que pudieran ser
confundidos con los que realmente actian con fines asimile-~
torios, diflcultando 1a obtencidén de resultados claros, in-
convenlente que ss ha presentado frecuentemsnte a los lnves~

tigadores en esta materlia,
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Results obvio que la nitrato reductass soluble als-

lada de células de A. chroococcum cultivadas en nitrato cong

tituye el componente final del sistems unx!a&ttaéin!trdta re
ductase en ests organisme. Dado que los (nlcos daﬂbdar&: de
elactrones efectivos pars sste uttrctuvrudu¢ta:u*§o§§big son
los reductores srtificlales metil~ y b:ual%»v!a!ég&i@i; r¢dg
cldos quimicamante, permanece ablerta le cuest!idn i##?cn de
la naturalezs de! donador de electrones fisloléglco pars ol

enzima.

En relacién con esto, es intereseants hacer notar que
1a azotoflavina y la ferredoxina, que son componentes norma-

les de las células de Azotobacter, parecen actuar conjunts -

mente on la transferencls de electrones a la n%treg&aisa
(Yoch, 1972). Nagal et al. (1968) han purificado una NAD{P)H-

bencll-viol8geno reductasa soluble, & partir de ptrtfantat de

Azotobacter vinelandil : el sistema completo results ser muy
efectivo como donador de electrones para la rodneg!&g’&a‘niw
trato a nitrito catallzada por extractos de 1a bacteria nl-

trificante Nitrobacter agllls (Vallace y Nicholas, 1968),

Una o varles de estas proteinas podrian nu&antrnr:c‘lmﬁifan*

das en la donaclén fisfoléglea de electrones o iu‘ult?gta re

ﬁuggugn'no!uh!a de A. chroococecum. Otra posliblliidad » tener



en cuents es que fueran los piridfn-nucledtidos rnduéf&os
Tos que, de modo dtrcate; cumpl lesen en la célula la fun~
clén de ceslién de electrones 2 este enzlima. Esto pnrucb~

ser poco probable, ya que se han aélayndo ﬁlvtrtot prncn~
dimlantos de rotura de las células, asl como de in:é;é?'f
¢lén de los enzlimas, sin que haya slido posible dttﬁéﬁaf,

en ninguno de los casos, actividad #An(?)ﬁ~n!trae§,faﬁucw

tasa en este organismo.

Esto contrasta con el hecho de que ol 1«§uada en~
zima de) sistema asimilador reductor de attr;to; esto es
la nitrito reductass, de esta bacterls requiere snspeciflca
mente plridfn nucleStidos reducidos como donadores de elec
trones. A este respecto, la nitrito reductasa de A, cbr§§~
coccum se aseme]a mucho a la de hongos con capacidad asiml
tadora de nitrato (Nason et al., 1354; Nicholas g;ugLQ,
1960; Rlvas et al., 1973), va que este enxima, al fgual
que el de estos orgenismos, acepta electrones que 1.,"‘ -
gan de NAD(P)H, y ademds, el FAD actiia como cofactor. Esto
le hace diferir de modo consliderable de 1a ferredoxina<nl-
trito reductasa de plantas verdes, 1a cual no puede utllizsr
como donadores de electrones a las formas reducidas de los

pirldin nucledtidos ni tampoco parece ser uns flavoprotelna
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(Losada y Paneque, 1971;: Chrdenas st al., !972;;;@;2&}?&.
1972).

Con respecto al aefecto de los dlferentes Inhlbldo~
res, tanto sobre la sctividad nitrato reductasas cpﬂo t¢br¢
s nitrito reductasa, la observacién de que auhﬁi catl@;s
sean muy sensfbles a l» sccién del a»h!dragtaqrak;i&;&:&ato
results Indlicativas de la particlipacién de grupos iulfﬁtdr!~
!ci en ambas actividedes enzimfticas. La aavtlelp&é{&h de
metales en o) funclonamlento de 1a nitrato reductase y la

nitrito reductass de A, chroococcum se hace evidente a par-

tir del efecto que sobre ellas presents el ¢lanure, agente
quelante de metales. En el caso particular de la nitrito re
ductasa, le Inhiblct8n por clsnuro es de tipo competitive
con respecto al nitrito, por 1o que parece probable que es-
te agente quelante produzca su efecto Inhiblidor al unirse
de forms reversible al enzima, en un lugar esenclal de la

molécula,

Al comparar e! comportamiento frente o Inhibldores

de 1a nitrsto reductass de A. chroococcum con el del enxzima

de otros organismos, se apreclian Importantes diferencias.

En efecto, aunqgue ta Inhibiclién de la actividad nitrateo re-
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ductasa por p~HMB y CNK se ha observado temblién en iiiﬁaxtﬁ
ma de Chlorella (Aparicio et al., 1971; Vags g;ﬂgl.; 1§7§)H
y espinaca (Paneque st al., 1968; Beevers y ﬁagtaan,fiséié |
Losada et al., 1969; Rellmpio et al., 1971 a), la a}%?utu"
reductasa de este becterla no se Inhibe por ctaaﬁt¢;:§§i3i

o carbamlii-fosfato, compuestos que pusden eeusiau?tiii céna
Inhibidores tipicos (de tipo competitive) &at ca&tntitn ¢$f
lulas verdes (Vega st al., 1971; Relimplo ot al., 1971 a);
por el en#traria. alguno de estos compusstos (azida y ¢§5§ﬁ~

to) actdan sobre el anzima de A, chroococgum como verdaderos

activadores,

La nltrito reductasa, sin embargo, es uls simllar,
en este aspecto de la Inhiblcidn, tento a la NAD(P)H-nltri-
to reductasa (Nason et al., 195h; Nicholas et al., 1960;
Rivas ot al., 13973) como & la ferredoxina-nitrito reductass
{Losada y Pansque, 1971; Cérdenas ot al., 1572 »,b; Zumfe,
1372), yva que, en todos los casos, p-HMB y CNK son iahib!dg
res muy potentes, mlentras que azlda, clansto ¥y warbanti?"

fosfato no presentan sste efecto.

En el proceso de la reducclén asimiladora del altra~

to hastas smonlaco han existido bastantes discrepanclas res~
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pscto a 1a existencis de posiblas compuestos !nté?&cdtos.

con Ya intervencién di diferentes enzimas. AsT, sunque pg 
ra el primer oﬁtad?o de 1a aslinmtlacisn, esto ai, !u~r§dug
ctén de n!tra;é L) nltrito, se ha aceptado de mad§ gene -
ratl !a‘fntervtﬁztén &a un sélo enxims (nitrato reductasa)

y 1a no cxtsttna!a’dn intarmedtarios, no hs euur#(&é{te

mismo con la reduccidn de nltrito hasta amonlaco,

Para la reduceldn de nitrito a amonlaco, prﬁ@dia  
que impllica 1a transferencla de sels electrones, se ha pro
puesto por varfos sutores la existencls de une strinyda'
transferenclss de dos electrones, catalizada cada una #55
elles por un enzime diferente (Nason, 1962; Takahash! et
al., 1963; Mewltt y Micholas, 1964), Sin embargo, las
evidencias aetgi@ts. ohtenldss con 1a ferredoxina-nitrite
reductass de atfu!at de Chlorells, espinacs y colabaeln, |
‘han demostrado gue el altrito ué reduce completamente has-
ta amoniace sin la existencies de intermedliarios llbres
{Beevers y Hageman, 196%: Losada y Peneque, 1971: Lacnéi,
1972). A conclusiones similtares se ha 1legado en el caso
del enzima de bacterfas (Lszzarinl y Atkinson, 1961; Kemp
y Atkinson, 1966;: Prakesh y Sadana, 1972). Los resultados

que se sportan aqul corroboran este punto y muestran que,
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en A. chroococcum, el nitrito se reduce también directa vy

estoqulométricamente & amonlaco, sin la formacidn de hi -~

droxilamina como Intermediaric 1ibre.

Aunque el mollbdeno ha sido iéanttf!aad@‘@@ﬁé!damw
ponente de la nitrato reductasa de difnruntos'ergnntiﬁda
(Losada, 1972), la participacién de este metal c# §}5c¢~
rrespondiente enzime de bacterlas estaba sln por .ga;rsr.‘
existiendo Incluso controversias a este rnsﬁceta; En d?ueto‘
Forget {(1971) hs purificedo reclentemente una nttfﬁt# f&dug
tass soluble de tipo respiratorio, & partir de células de

Micrococcus denftrificans crecidas en presencia de nitrato,

1 enzlimas ha sldo caracterizado como uns protefna acidice
con hierro no hemfnlco {(peso molecular, 160.000 daltons)
que no podTa utliizar como donadores de electrones NAD(P)H
y no contenfa nl flavina, ni molibdeno. Lam y Nicholas
(1963) habian comunicado, sin embargo, que ls nitrato fgdug

tesa soluble de M. denftrificans obtenids por ellos, conte-

nfa mollbdeno, como se mostré por mercado con Isétopos.
Huestros resultados, obtenlidos al crecer células de A, chroo-
goccum en la pressncle de molibdato marcado con ﬁagg.,v pu~-
rificar la nitrato reductasa a partir de extractos de estas

células, permiten conclulr gque ¢! mollbdeno es un componen~-
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te de este enzima, dada la correspondencia que se observa
entre la actividad nitrato reductasa y le waﬁiaaét!vtdnd
del ﬁc’y tras 1a purificacidn por fliltraclién en gel de

agarosa, de modo andlogo a como hebfa sido putttofda'aaci
flesto pars el enzims de Chlorella (Apariclo et al., 1971)

y de espinacs (Notton y Hewlt:r, 1371 a).

Una maners sencllla y elegante de d-uasticr‘ﬁl pa
pel del mollibdeno en la asimliacién del nitrato por mlecro-
erganlsgut, algas y plantas superlores ha t!ﬂ# te utiliza~
cién del tungsteno como a# Inhibldor competitivo espectfi-
ée del molibdeno. Estos estudios de competencla han carro#‘
borsdo a nivel celular (Higgins et al., 1956; Takahash! y
Nason, 1957; Cérdenas st al., 1971; Vege st al., 1971) la
funcién de! molibdeno como elemento trazea esenclal para la
reduccién enzximitica de nitrato a nitrite en varlos orgs~
nismos capaces de asimilar nitrato. Los resultados presen-

tados aqul, concernlientes al efecto del tungstato sobre ol

crecimiento de A. chroogoccum en medlios con distintas fuen
tes de nitrbgeno, permiten localizar en la ruts metabdlica
asimlilatoria del nitrato, que el lugar de acclén del molld
deno es exclusivamente en la reduccidn de nitrato » altel-

to.
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| E! efecto competitive del tungsteno o niv#i;;nzi»
mético se habfs estudiado en células !atvs!et&tlcnt~(ﬂrny
y Fllner, ié?aﬁ.ﬁSrdenus‘gsmgi,, 1974; Eet:cu y Hewltt,
1371 b; Vega et al., 1871; Paneque et sl., !3723f$éﬁrnm;*
nlonfy Sorger, 1972), hebi&ndo sldo muy Gtil, en a¢¢k:r¢
caso, para confirmar de modo concluyente el ;upqt‘jagdﬁb
Fef el wollbdeno en la reduccién del nltrato ca,A; ¢hr0§~
coceum, £l estudio de los niveles celulares de loé a¢z1vU~
dodes enzimBticas nitrate reductasa vy attrité rtdﬁ@ti#l,
en ¢c8lulas cracldas en nitrato y diferentes aunaantf?cta«

nes de tungstato, conflirms que el molibdeno es un compo -

nente esencial de la nitrato reductass. Sin embargo, puede
afirmarse que este metal no es fundamental pare la rpaeulén
catallzada por la nitrito reductssa. Suministrando volfra~

mio radloactivo s c8lulas de A. chroococcum creclendo en

nftrate, hemos podldo dﬁaﬁatrar que ol volframio se Incor-
- pera a2 12 nitrato reductesa, En un experimento para!a}o
donde las c8lules se grecleron con radliovelframlo, pero
¢oﬁ molibdeno frlie & concentracién equimolecular, el v§i~
framio no se taanrpqréla! enzima como ocurrfa on el caso
en que el ##d!a estaba exento de molibdeno, Esto purﬁlzn

conclulr que el mollibdens y el tungsteno compliten por el



mismo sitio activo del enzima; la Incorporacién da}it&ngl~
teno a 1a molécula de nitrato reductasa en el sitic normal
mente uenpaéa por el mollbdeno, se traduce en que d!,qﬂ?t*
ma asl constitulde es Ifnsctivo, Indlcando esto que 6! §0‘~
libdeno, no s6lo es un componente estructural de li{uitra-
to reductasa, sino que ademis, juege un pnu-!'gtanelht‘gn

su funclonallidad como reductase de nitrato.

Aungue los Investigadores que se han oenpadé de!l
estudlo de 1a nltrito reductasa de diferentes org:als&éi
han adelantado, quizés preclpltadamente, como ha sido dis~-
cutfdo por Losada (1972), que el enzims requiere ~como
constituyentes o activadores- diversos maetales, la ﬁaléﬁ
evidencia clara o3 1a de la participacién estructural y
funclona! del hlerre, aparentemante en forma no hemfnics,
en la nitrito reductasas de Ch!efnlin {Apariclo et al.,

1971; Cérdenss et al,., 1972 ¢).

€1 estedio dei efecto de la adicién de hierro al
medio de cultive standard sobre las actividades de !6s:an*
zlmas del sistema asimilador del nitrato de A, _chroocoscum
ha permitido observar un Incremento natablakau el nival de

actividad nitrito reductsss de los correspondientes extreg
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tos celularas, en raspuesta a la concentrsclién 6&!ﬁhftrra
afiadido al medlio de cultivo, Estos resultados permiten
conclulr, que el hlerre es un componente ssenclal de le
nitrito reductass de esta bacteria. Por ol eantfu??p;'y
en las condlclones experimentales c¢ltadas, ol u!#i)?ag al
trato reductass no parece mostrar una dapcudun&!t3fi§§tfi
cativa de 1a concentracién del hierro en el aedi§ 3§;¢u!.
tivo de las células, sunque se necesltan prunbtf[@&i.con-
cluyentes para poder exclulr la posiblilidad de qu§ §ato

metal sea constituyente de 1a nitrato reductasa.

Con respacto a la existencla de dos térnu-‘iagcr~
csonvertibles, active e tnactive, tanto de ls nitrato reduc
tasa como de la nitrito reductasa de A, chroocogeum, v a
Ta Implicecidén de condicliones reductoras en ¢l proceso de
tnactivacitn de ambos enzimas, es interesante consliderar
aqul, a la luz de la evidencle actual, el papel tan relevan
te que desempefian los dos enzimas del slistema reductor del
nitrato en la regulacidn de la ruta asimllatoria de su re-
duccién, tanto en bacterlas, como en hongos, algas y plan-

tas superlores.
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Reclentemente ss ha puesto de maniflesto en nues-~
tro Departamento que ol amonlaco ~producto finasl de la ruy~
ta asimilatorfe de reduccién del nltrato- provocs £a vivq
1a Inactivacién reversidle de la segunds mitad de} comple~

Jo NADH-nlitrato reductasa en las algas verdes Chlorella

(Losads g&ﬂgl;, 1970) y Chlamydemonas (Herrers et al.,
1972). Este efecto de! smonliaco parece ser Indlirecto, en

el sentlido de que este derivade Inorgfnico de nttr6¢§n6'g&
rece actuar como un desacoplante de la fotufctfar!!ik!ﬁn.
dando luger @ una elevacién de los niveles cclu!tf&ifé:'pi
ridfn nucleltido reduclido y de ADP (Losadas et al., 1973).
Ls carenclia de oxfgeno en lo¥ cultivos de chiuuzdénﬁgav e
traduce en la Insctlivacién de 1a nitrato reductass (Losade
et al., 1973). La conversién In vitrs de 1s nitrate reduc-
t:ia activa de Chlorella en su forma inactivas d.;Cnéa de

su reduccifn por HADH en la presencila de ADP y se protege
por el nitrato a alts concentracidn (Maldonado et al.,
1973); ta transformacién es reversible, ya que, si ol eaxi-
me Insctivo -extraldo en esta forms de les cé&lulas o conse~
guldo por tratamlento In vitro- se somete a reoxidscién,
vuelve a ser activo (Jetschman et al., 1972; Moreno et al.,

1972; Maldonado et al., 1973). Este fenmeno perece ser una



B

propledad general de la nitrato reductasa de plautlt,mil
blen que una particularidad de! enzima de ctiu!asafo£0'~,
sintéticas, ya que se ha observado tambl&n con !as enzl*

mas de las levaduras Hansenula anomala (Pichinoty y NS&&

nler, 1966) y Yorulopsis nitratophila (Rivas et at.,
1973).

Por otra parte, en organismos procarldticos se
ha comunlcado que, para ser funcional a nive! caiu!tr,

el sistema reductor de nitrato de Azotobacter v{ﬂtiandiiy

y Escherichia coll estirpe Yamagutchl requlere oxfgeno

como factor esenclal tanto para la reduccién de nitrato
a nitrito como para la reducclén de nitrito a amonlaco

(Takahashi et al., 1963).

Los resultados presentados aquf muestran que la

nltrato reductasa de A, chroococcum puede ser Inactivada

répldamente, en las condliclones experimentales uti!lzadas,
por el agente reductor hidrosulfito en la presencla de ba-
Jas -pero no de altas- concentraclones de nitrato. Sin em-
‘bargo, no puede decidirse por el momento que sea el nitra-
to per se -actuando sinérgicamente con el hidrosulfito so~

bre el enzima activo- el verdadero agente [(nactivante. Du-
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rante ol snsayo de la nlitrato reductasa, 1a tnagtivactén
tiene lugar en presencies de alta concentracisn de ntiéﬁﬁ
to, en muy pocos minutos, bien por la accldn directs del
nitrato sobre el enxlms reduclido, o !n&!rﬁ¢tnn¢nt¢;~ﬁfﬁ
través de la formaciSn en 1o mezcla dtvrﬁnaat6n.f$a,a¢;,'k'
derivado de) nitrato. Esta Gltims posibllidad parece poco
probable, ya que al ensayar, como agentes !nzctlvuﬁ§ﬁ§; ‘
del enzlma, nitrito, hidroxilsmlina, h!drazlnn‘v/qhﬁaliéafi
wyott&!éa derivades de la Interaccién de! uitratcf@agyi}‘

enzima y el hidrosulfito- los resultados f&nran}a;cygfédi;

£ste parece ser el nomento de anallzar, a 1;'}6;
de los resultados obtenldos, las diferantes posibiildades
de actuacidn que pusde tener el nitrato sobre Ia nltrate

reductasa de A. ehroocecgum. En efecto, el papel del nl -

trato no se limitarTe al de simple sustreato del aﬁxiai,
sino que, ademés, podrla actuar como efector o n@ﬁﬂlydar
de 1a actividad nitrato reductasa. De }oa,fatuit¢49§ eb£a~
nidos en el Intento de determinacién éé Is Km» para el ni-
trato, se deriva la conclusldn de un comportamiento cind-
tico enémalo del enzimas para con su sustrato. Resultados

muy anflogos se han obtenlido en el estudio del efacto de
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" 1a congentracidn del NAD* sobre la velocidad de le v@.a*
cién catallizada por la glutémico deshidrogenasa (Frieden,
1959 a,b) as? como en &) caso de! plruvate y el enzima
plruvato cerboxilase (Scrutton et al., 1965); estos auto-
res han Interpretado sus datos experimentales eaan!éir:n»
do la‘aatitaaaln de diferentes sitfos de unién ﬁct'tﬁitf@
to con el enzima: un sitlo catalftico para 1a tétﬁtfgf&&*
cidn &§3 iéctrita. ¥ atéawiftlu activo donde el !ﬁiQt&i#
actiia como activador. Nuestro casoc parece ser ais gaﬁﬁta*
Jo, y supone un efecto mdltiple del nitrate aabr;"t§ a!-

trato reductass de A.ych:oocaggun; actuando de ﬁahiﬁifii

como simple sustrato y de otrs como efector aasfttﬁé,(ﬁ
activador) del enzima. AdemSs de sste efacto o@tivaaté,

el nitrato parece tener, en las particulares eeﬁﬁiefuéit
anterformente Indicadas de concentracién baja v pralnhefa
del reductor hidrosulfito, un efecto Inactivante sobre 1o
nitrato reductssa de este organismo. Esta iapetivac%éa Im~
plicarfa la unlén del nitrato al enzima en &Q sitio dife ~
rente de donde lo hace cuando acta como sustrsto; este df
ferente sitio activo presentarfa uns afinidad varlable por
el nitrato, afintdad que serfa muy alta para el thitnu‘é-~ﬁ

ducido; slternativamente, es posible que la unifn del nl -
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trato a la molécule de nlitrato reductasa, tanto al aétﬁ;r
ie‘tﬂstrzto como de Inactivante, se hlclese en un dnico
sitio, tenlendo lugar la fnactivacién al preduat?;i‘la 
unién cuando el enzime se halle en estado reducldo. Ei#u~
miendo, les posibles formas de actuacién del nitrato i@ -
bre la nitrato reductasa de A. chroococcum serfan dnfg?cs
tipos: como sustrato, como efector positivo (natlvydﬁfj)
y como efector negative {Inactivador), estando enndlgiaag
do este dltimo efecto Inactivante & que el enzime se yﬁ*

contrase en estado reduclido.

EY clanato ~un !nhtht&ai de tipo competitivo con
el nitrato de ls nitrato reductass de otros argaat;ueg
(Relimplo et al., 1971; Solomonson y Vennesland, 1972; Ve~
ga et 8l., 1972)~ puede proteger contra ls Insctivacién
por hidrosulflito vy nitreto y puede revertir el proceso una
vez que ha tenldo Qagur, Posiblemente, su efecto sea debl-
do 8 una sceldn directs sobre la molécula del enszima que
posiblliite su reoxidecién por el nitrato, reoxidacién que
e! nitrato por sf solo no podrfs efectuar. La proteccién
contra la fnactlivacién de la nitreto reductasa que ejerce

el meatil-violégeno resulta dificll de exptleaf, aunque un
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~de Rhizoblum Japonicum por Lowe y Evans (1964). tst§9'§&tg

r=s encontraron que, para purlflicar una nitrate rudaettsi

soluble alsleda de este organismo, sra necesario mantener

unas condiclonss muy reductoras con hidrosulfite 7~§¢§¢8!~
vig!&ganew S5in ogbsrgo; sus intentos pars pur!ftau? axt§ug
tos en prcséncia de hidrosulflito, pero sin baneitév{a?ﬁioﬂ
no, resultaron Infructuosos, Por tantc; énuc!uyiré& gﬁt ol
benclli~viol8geno era luportante pera mantener al enzima in
estado reducido. Los resultades presentsdos aqul sugleren
que el violégenc puede actuar de manera diferente, prote-

glendo » le nitrato reductass contrs la fsactivecisn por |

¢! agente reductor y ol nltrato,

Pasando shors a la éxistencls de formes Intercon~
vertibles, activa o lnactive, en la nltrito reductass de
bacterias, es Interesante sefialar que Kemp y Atklnson
{1966} observaron, en ls NADH-nltrito reductasa de s;ytnlt,
que su actividad In vitro se Incrementabs ol preincubar
con nitrito y disminufs por preincubacidn con NADH; estos
autorss, sin embargo, no aportaron ninguna explicacién p#*
rs estos fendmenos, dudando de que el efecto Inactivante

de} nkaﬁynudicrt tener elguna funclén fisloldglica,
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Los resultsdos que aqul se aportan 4&##&;%?0& que

Is NADH-nitrito reductasa de A, c&rqgaagaam y&#s&iicr inag
tivada por preincubacifn con NAB(P)H en tuo-nala jgfnitrlﬁ
to, ¥y ﬁna este Gltimo compuesto evita y ru%i¢r§§;ﬂﬁ}na&nra
especifica esta Inactivacidn, unicamente aanué#fii??ﬁﬁﬂ .y
no sl NADPH~ es ol agente I(nactivador. Todo lpﬁi#?irior In
dics la lmportancia de condicionas rcénetorvsn§0é§ }a'§at£
tivacidn y el Interessnte papel desempefado por el sustra~
to del enzime (sitr!to)'can respecto a los tftétot_du'yrﬁ*
teccién y reactivacidn, Esto, Junto con los htéﬁé;}&hicrvg
dos de que las maadta!e&ns snasrSbicas dtftcu!inn de modo
considerable 1a utilizacidn de nitrito por células de A,

chroococcum, y que cuando las células reducen nitrato en

atndsfera de argon, peroc no de aire, excreten cantidedes
creclientes de nitrito al medio de cultive, es Indicativo
de 1a Importants signiflcacién metab8lics que parece tener
este proceso de Inactivecidn reversible, que muy probable~
mente ss encusntrs !tjtdo‘n cambios redox en la protelna

enzimética.

Los procesos de inactivacién reversible observados
en los dos enzimss del sistema asimilatorio reductor del nl

trato en A, chroococcum pueden tener uns gran lmportancis
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metabSilca, ya que as posible su ocurrencla 2n‘v§§aﬁgan
efectos de control, por parte de la célula, ds las aéti-
vidades anzimBtices nitrato reductass y attr!to"rqﬂu#ti*
sa. En este caso, no es muy aventurado el pensar que |
sean las condiclones redox Intracelulares las qa§ §¢ﬁ0r*
minen el paso de las formas activas a las #nuetlvtiuﬁa‘~
rrang&adttntni. y viceversa, sin olvidar que !gntiﬁiéiﬁ.
los niveles celulares de los correspondientes lnijrathii
deben cumplir un Importante papel, purgi¢l;¢aao't§§hliy
en ¢! procesc de ls modulacifn de estas sctividades enzi-

mbtlicas,

Parece fuera de duda, a Juszgar por l1os resulte-
dos obtenldos, que los dos enzimas del sistema asimlilato~
rio del nltrato -nitrato reductass y nftrito reductasa=

de A, chroococcum son de natursleza Inducible. En efecto,

la nitrato reductasa de forma en céliulas de ssta bacterle
cuando crecen en nltrateo, incluso en presencia de atarégg
no molecular o amonlaco; el tndaatar no es a&ligttéf&auug
te ol nitrato, ya que la altrato reductasa se sintetiza
tanblién cuando el nltrito es la fuente de nitrégenc, Tem~
bi&n el snzima nitrito reductasa se forms en células que

crecen en nitrate o nitrito, incluso en presencls de nl-
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trégeno molecular o amonlaco, pero, al fgual qw§ i§ uitra*
to reductesas, no se sintetiza cusndo las ¢i3uiat]s§ crecen
en emonleco o altrbgenc wolecular come Vucatasyﬁt htti ele
'uanfe. 1o que Indica 18 naturaleza adaptativa i@&kﬁ?bla de

los dos enzimas del sistema asimlledor del ntt?;#éﬂ&n[§¢

chroococcum. Resultados similares se han ohtonfdé:ktrt ta
naltrito reductasa de otras bacterlas atlnl!aﬁutiiééginjtrg
to (Spencer st al., 1957; Kemp y Atkinson, 1966). £1 efec~
to del nitrato sobre el sistema de aslellacién dt¥fnttr6gg
ro molecular ha sido estudiado por Sorger {15&9);‘ﬁabtnnda
‘mostrado este Investigador, que ol nitrato Inhibe, sunque

na parece reprimir, a la nitrogenasa de A. v!naiénﬁli.

En 1a mayor parte de los métodos de determinacién

cuantitativa de nitrato que habfansido descritos se sncuen
tran Inconvenientes para su empleo en andlisis de rutina,
En slgunos casos, la diffcultad estriba en la !atar!grts*
cla por algunos lomes, como 61  (Micholas y Nason, Y957)
s ret*t y Fa*tt {Szekaly, 1967), constituyendo la aryaeatin
de materia orgénice en las muestras un grave [nconvenlente
en otros (Szskely, 1967), todos por lo general ioa muy la-
boriosos en su empleo y algunos de e¢llos carecen de la

exactitud requerida.
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€1 miétodo squf deserrollasdo presenta aahi}dirib!as
vahta}ua frante o los y» conoclidos, rrtnalpalacuktkmn le
que respecta a exactitud, sensibllidad, eamajtéhﬂ«#arun~
plec v al hecho que la meteris orgénice no t!tn&;léf}utngtu
sobre la determinaclién, lo que aconsels su attliuagfﬁa en
las determinaciones cuantitativas de nitrato uafio§,ﬁ.dtﬁs
de sultivo de orgenlismos, asf como en extractos ¢§~uiigt:t,
con 1o que se cumplen los objetivos que hablan not}#adﬁr!t

puesta a punto de este micrométodo.



V. CONCLUSIONES




151

1.~ En 18 bacteria A. chroococcum, la reduccién de altrate

2 smonlaco procede en dos stapas enzimfiticas !ﬂ‘dp&ﬁ -
~dientes: 1) La reducci8n de nitrato a nitrito, ﬁuta}lw
zada por la nitrato reductasa y 2) La reduccién de ni-

trito a amoniaco, catolizade por la nltrito raéaetatt;

2.~ La nitrato reductasa es und molibdoprotefna soluble,
con 100.000 daltons de peso molecular; su sctividead se
inhibe por p<HMB y clanuro y se estimnula notablemente

por la presencla de clanato.

3.~ La nitrate reductass se hs purificado parcleimente éor
| un método que Incluye, en resumen, los sligulentes pasos:
Adsorcién en columna de DEAE~celuloss y elucién con gra-
dlente Vineal de cloruro, preciplitacifn con sulfato amé~

nico, vy Filtracidn en gel de sgarosas,

h.~- Ls nltrito reductass es una ferroprotefna soluble de
$7.000 daltons de pesc wmolecular, que puede sceptar elec~
trones del NADH y que se estimula especiflicaments por sl
FAD; su actividad se Inhibe por p-HMB y clenuro, siendo
ta Inhiblclén por clanuro de naturaleza competitiva con

raspecto sl nitrito.
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§$.~ La reduccién de nitritc s amonlaco, catalizade por 1a
nitrito reductasa, transcurre directamente sin ia for-
macién de compuestos Intermedios. Se ha &stah}aﬁi&a
una perfects astequiometrfa sntre ux!dae!&u:d@yﬁiﬁa.
reduccién de nitrite y produccién de ananlaéafi#efaut*'

_dan 3 moles de NADH por mol de nitrito rnﬂnai#nkv por

‘mol de amonlaco aparecido).

6.- Por adlciSn de Mo?P-nolibdato a un cultivo de células

de A. echroococsum se ha“dunastradé que este metal se

incorpora & ia nltrate reductasa ' pnruanaat asoclado

a ella durante la purificacién, El pape! blol8glco del
molibdeno en Is asimilacisn de! nitrato o3 ol de ser
constituyente funcional Indispensable para la aéttviﬂad

nltrato reductasa.

7.~ El tungsteto inhibe el zrecimionio de A, garvococcum

cuando le Fuentes de altrSgenc es el nitrato, no presen~
tande este efecto cuando la bacteria crece en nitrito o
amonlaco. Esto locallza el efecto del tungstenc en la

reacclién de reduccién de nltrato a nitrito,
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~tungstato ha sldo posible Incorpo~
rear tamblén este metsl o le nitrato reductass de A, e

chroococcum, que en este caso resulta sor Inactiva co~

mo reductass del nitroto. La Incorporacién in_vive del

tungsteno se Inhibe competitivemente por el mé!t&d&ﬂﬁ;

9.~ En A, chroococcum, ¢! nivel celular de actlvida£ at:r!~;~

to roductasa se [ncrementa especificamente cn‘raapuaix§'7‘
s 1 concentrscidn de hiarro en ol medlo de cultlive, no

afsctindose aparentemante la nltrato reductasa,

10.~ Tanto la nitrate reductess como la nitrito reductasa de

A, ¢hraa¢accum prasentan dos formas Interconvertibles,

activa ¢ Insctiva.

11.» E! nitrato @ bajas concentraclones y en presencia de hi-
drosulfito provoca ls Inactivac!idn de 1» niteato reducts

sa de esta bactarle,

12.- E! metileviclégeno y el clanato protegen & la nitrato re~

ductasa de A. chroococcum contra la Inactivacién snterier

dente descrite. E1 clanato no s8lo protege al enxima con~

tra ests Inactivacidn, sino que ademfis la revierte una
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vezx ba tenldo lugar.

La nitrito reductsss de A, chroococcum se Inactiva por

preincubacidn con NAD(P)H. El nitrito protege y écviar~ '
te de manera especlifica esta Insctivacifn, wﬁrﬁ*tﬁiu,

cuando ha sldo causada por el HADH,

En condiciones anaerdbicas, las células de A‘rahran¢¢ﬁ
ccum son Incapaces de asimllar ol nitrito. Estp parsce
relaclonar flsloldgicamente el nlivel redox intracelu-
tar con las formes snterlormente descritas, sctive o

inactivs, de la nitrito reductess de este organismo,

Los enximas del sistema asimlilador del nitrato de 1a

bacteria A, chroococcum son de naturaleza adaptativa

con caracter Inducible.

Los estudlios cindticos realizados sobre s reducclén de
nitrate a nitrito por la NADH-nitrato reductasa de esp]
naces han permitido fljar las condliclones Sptimas para
la puests @ punto de un método enzimético pars la deter
minacién de microcantidades de nitrato, que ha sido ut]

1izado con éxfto en el presente trabale.
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