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INTRODUCCTION



I.A. Antibidticos -lactamicos

I.A.1. Introduccidn histdrica

El primer estudio documentado que refiere la
observacidn del‘antagonismo entre hongos del género Peni-
cillium y bacterias es el del joven estudiante francés
Ernest Duchesne quien, en 1896, analizaba la actividad

antibidtica de Penicilliun glaucum en su tesis de fin de

carrera, si bien este descubrimiento pasd desapercibido
para el mundo cientifico de la época. En 1928, y de forma
fortuita, Alexander Fleming observd la actividad litica

gue un hongo contaminante, del género Penicillium, identi-

ficado después como Penicillium notatum, ejercia sobre

un cultivo de estafilococos. Fleming interpretd gque la
ausencia de crecimiento bacteriano en las inmediaciones
de las colonias del hongo se debia a la presencia en el
medio de cultivo de. una sustancia difusible, excretada
por el hongo y gque era activa contra los estafilococos.
A esta sustancia desconocida Fleming le aplicd el nombre
de penicilina, nombre derivado de la denominacidn del gé-
nero que la producia (Fleming, 1929).

La penicilina constituyd el elemento inicial
de una larga serie de compuestos que iban a suponer un
cambio radical en la terapéutica de las enfermedades infec
ciosas: los antibidticos. De acuerdo con la cléasica defi-
nicidén de Waksman (1947), los antibidticos son "sustancias

quimicas organicas, de bajo peso molecular, producidas



por microorganismos y que son capaces de inhibir selecti-
vamente, a bajas concentraciones, el crecimiento de otros
microorganismos”.

A partir de 1939, un grupo de investigadores
de la Universidad de Oxford, encabezados por Florey, Chain
y Abraham (Florey et al., 1949) emprendieron los trabajos
relativos al aislamiento y cultivo de especies productoras
de antibidticos y a la caracterizacidn quimica de los mis-
mos. En ese mismo periodo comienzan a aparecer los prime-
ros estudios referentes a la produccidn industrial de pe-
nicilina y a la bisqueda de nuevas cepas superéféductoras.

La especie con la que Fleming realizd su descu-

brimiento fue Penicillium notatum, organismo con una mode-

rada capacidad de produccidn de penicilina. Paulatinamente
fueron obteniéndose variedades cada vez mas productivas
hasta llegar al afio 1951, fecha en la cual se aisld en

Peoria (Illinois, USA) la cepa Penicillium chrysogenum

(NRRL, 1951), de mayor rendimiento que Penicillium notatum

y de la cual derivan la mayoria de las cepas superproduc-
toras utilizadas hoy a escala industrial.

En 1953, G.C.F. Newton y E.P. Abraham (Newton
y Abraham, 1955) descubrieron la cefalosporina C mientras
estudiaban los antibidticos producidos por el hongo hoy

denominado Acremonium chrysogenum. Observaron que este

antibidtico presentaba una estructura similar a la de la
penicilina, estructura que se bautizd con el nombre de
cefalosporina y que constituye la base de un amplio grupo

de antibidticos.



Los primeros estudios farmacolégicos en animales
comenzaron en mayo de 1940, utilizando un material crudo
con una riqueza en penicilina del 1%. A pesar del bajo
contenido en antibidtico de estos extractos, los resulta-
dos obtenidos fueron espectaculares y sirvieron para que
un gran nimero de investigadores encaminara sus esfuerzos
hacia este nuevo campo. Como dato significativo podemos
citar que tan sdlo nueve afios mas tarde la produccidn ame-
ricana de penicilina G era ya de 150 toneladas/afio, lo
gue da una idea de la rapidez de los progresos conseguidos.

Prdxima la década de los sesenta, concretamente
en el afio 1959, irrumpen las primeras penicilinas semisin-
téticas (ampicilinas) que aportaban un mayor espectro de.
actividad antimicrobiana. Este nuevo sector ha venido de-

sarrollandose hasta el dia de hoy y fruto del mismo han

sido antibidticos de importancia decisiva en terapéutica.

I.A.2. Estructura quimica de los antibidticos [ -lactéamicos

Peqicilinas y cefalosporinas, esencialmente,
constituyen el niicleo principal del grupo de los antibid-
ticos @ -lactadmicos. Esta denominacidn proviene del hecho
de que todos ellos poseen en su molécula un anillo tipo @—
lactama.

Seglin las caracteristicas de los restantes com-
ponentes de la molécula del antibidtico, podemos distin-
guir dos grandes grupos de @)-lactamas: hidrofdbicas e

hidrofilicas.



I.A.2.1. (-lactamas hidrofdbicas

En este tipo de antibidticos un anillo tiazoli-
dinico acompafia al anillo @)-lactémico. La estructura re-
sultante constituye el niicleo central de las penicilinas
hidrofdbicas y se conoce como acido 6-aminopenicilénico
(6-APA) (Fig. I-1).

La molécula de 6-APA presenta varios tipos de
sustituyentes no polares (fenicilaéetato, fenoxiacetato,
etc.) que van a dar origen a las distintas penicilinas
hidrofdbicas (penicilina G; penicilina V, etc.). Este tipo
de antibidticos es Gnicamente producido por hongos filamen

tosos, de los que Penicillium chrysogenum es la principal

especie productora.

I.A.2.2. {d-lactamas hidrofilicas

Dentro de este subgrupo podemos encontrar algu-
nos derivados hidrofilicos del 6-APA, como es el caso de
la penicilina N. Sin embargo, la mayoria de los antibidti-
cos adscritos a este epigrafe tienen una estructura deri-
‘vada del acido 7-aminocefalospordnico (7-ACA). Este com-
puesto andlogo al 6-APA, proviene de la condensacidn de
un anillo (5 -lactdmico con un anillo dihidrotiazinico
(Fig. I-1).

Los antibidticos @)—lactémicos hidrofilicos son
producidos por hongos filamentosos, actinomicetos y bacte-

rias (Sykes, 1982) tales como: Pseudomonas (Imada et al.,

1981), Gluconobacter, Chromobacterium, Agrobacterium (Sy-
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kes et al., 1981), Serratia y Ervinia (Parker et al.,

1982).

I.A.3. Mecanismo de accidn y espectro antimicrobiano

Basicamente, los antibidticos (5-lactémicos ac-
t@an sobre microorganismos gque poseen pared celular y que
presentan un rapido ritmo de divisidn celular. Ello expli-
ca la rarisima toxicidad celular de estos compuestos en
los animales y seres humanos.

La pared celular de las células procariotas estd
constituida, fundamentalmente por peptidoglicanos. Su bio-

sintesis se lleva a cabo en tres fases especificas:

12 fase: Sintesis del precursor de la pared (UDP-acetil
muramilpentapéptido)
22 fase: Unidn del precursor a la membrana

32 fase: Entrecruzamiento de los polimeros lineales.

Penicilinas y cefalosporinas alteran la forma-
cidén de la pared bacteriana dando lugar a paredes defectuo
sas que no impiden la agresidn del medio sobre la célula
bacteriané, lo que acaba por provocar la muerte de ésta.
Act@an inhibiendo el enzima muramiltranspeptidasa, que
cataliza la formacidn de los enlaces peptidicos entrecru-
zados de las cadenas lineales de peptidoglicano.

Hasta ahora, €ste habia sido el Gnico mecanismo
aceptado para la accidn de las penicilinas. Sin embargo,
este fQnico efecto no llega a explicar adecuadamente el

efecto bactericida de estos antibidticos. En efecto, la



morfogénesis en la pared bacteriana no sdlo precisa la
adicidn biosintética de nuevas subunidades de peptidogli-
cano, sino que también es necesario romper las conexiones
de la pared antigua. Se ha observado que cada célula bac-
teriana contiene un determinado niimero de enzimas especi-
ficas, que son susceptibles de ser inactivadas por las
penicilinas (a las que se ha denominado "proteinas de fi-
jacidén de penicilinas" o PBP, en inglés). Estos enzimas
varian de una especie a otra, lo gque explica el diferente
grado de actividad de las diversas penicilinas sobre los
microorganismos (Tomasz, 1983).

En lo concerniente a la capacidad de los antibid
ticos @7-lactémicos para actuar sobre los distintos grupos
de microorganismos, podemos afirmar que su grado de selec-
tividad es muy variable, sobre todo si lo referimos a ac-
tividades Gtiles a nivel terapéutico. Asi, mientras peni-
cilinas tipo Penicilina G son especialmente Qtiles frente
a bacterias Gram (+), las carboxipenicilinas centran mayo-
ritariamente su actividad a nivel de gérmenes Gram (-) y
otros grupos de penicilinas muestran espectros intermedios
Las cefalospbrinas tienen un espectro mé&s amplio y son
Gtiles en el tratamiento de infecciones producidas por
bacterias Gram (-). El sector de las penicilinas y cefalos
porinas semisintéticas es hoy dia una fuente continua de
nuevos antibidticos con la que se pretende extender el
espectro de accidn a microorganismos que no son suscepti-

bles a las penicilinas que actualmente se utilizan.



I.A.4. Ruta biosintética de los antibidticos ) -lactimicos

No se conoce ninglin microorganismo capaz de lle-
var a cabo la biosintesis de ambos tipos de P-iactamas
(hidrofdbicas e hidrofilicas), si bien la ruta biosintéti-
ca consta de una serie inicial de reacciones comunes que
condqcen a la produccidn de isopenicilina N, intermediario
para las dos clases de antibidticos @)—lactémicos.

La rama izquierda de la figura I-2, gue conduce
a la formacién de penicilina hidrofdbicas, corresponde

a hongos filamentosos tipo Penicillium. La rama derecha,

por el contrario, da lugar a @)-lactamas hidrofilicas,

y es propia de Cephalosporium y actinomicetos.

Los hongos sblo pueden realizar esta ruta hasta
la produccidn de cefalosporina C, mientras que los actino-
micetos pueden avanzar un poco ma&s hasta llegar a producir
7-metoxiderivados de la cefalosporina C (cefamicinas).

La deteccidn de los intermediarios de esta ruta
ha sido una tarea ardua, debido a gque se encuentran en
las células en concentraciones muy bajas.

La ruta comin para ambos tipos de @-lactamas
(como se explicard mas adelante) comienza con condensacidn
de tres aminoécidgs pertenecientes al métabolismo primario
dcido L-«-aminoadipico (L-ol-AAMA), cisteina y valina,
originando el tripéptido & -aminoadipil-cisteinil-valina
(ACV). Este compuesto va a sufrir una doble ciclacidn para
originar la primera sustancia de la ruta con actividad

antibidtica: la isopenicilina N (Martin et al., 1979; De-
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main, 1983). Este compuesto constituye el punto de ramifi-
cacidén de la via biosintética. Los organismos productores

de @-dactamas hidrofdbicas (tipo Penicillium) intercam-

bian la cadena lateral de la isopenicilina N (el &cido L-
o< -aminoadipico) por otras que se afiaden al medio de cul-
tivo (acido fenilacético{ dcido fenoxiacético, etc.). Las
especies gque genéeran G)—lactama; hidrofilicas provocan
isomerizacidén del L-®&-aminoadipico a su forma D, lo qﬁe
hace que la isopenicilina N se convierta en penicilina N
y, a continuacidn, la expansidon del anillo del 6-APA para
dar lugar al 7-ACA, nlcleo central de las cefalosporinaé.

Estos pasos son los comunes a todos los hongos productores

de @—lactamas hidrofilicas (tipo Cephalosporium). No obs-

tante, los organismos tipo Streptomyces son capaces de

continuar la ruta hasta conducir a la formacidn de cefami-

cinas.

I.A.5. Ruta biosintética de las penicilinas hidrofdbicas

k!

I.A.5.1. Aminoacidos precursores

La estructura central de la molécula de las pe-
nicilinas se origina mediante el concurso de tres amino-
dcidos: o¢-aminoadipico, cisteina y valina. Los tres van
a intervenir en su forma isomérica L, si bien la valina va
a sufrir una isomerizacidn a la forma D, previa a su incor

poracidn.



Estos compuestos proceden del metabolismo prima-
rio de la célula, motivo por el:cual no son generalmente
factores limitantes en la produccidn del antibidtico (Drew
y Demain, 1977; Martin y Liras, 1981). Por esta razdn,
su adicidn al medio de fermentacidn no se traduce en un
aumento en la formacidn pe penicilina.

Durante los primeros estudios de la ruta biosin-
tética se obtuvieron evidencias de la incorporacidn de
cisteina radiactiva intacta en la molécula de penicilina
(Arnstein y Grant, 1954 a y b). Un método similar se em-
pled para comprobar la utilizacidn de la molécula completa
de valina en la biosintesis de penicilina, concreténdose
que el aminoacido se incorporaba en forma D previa isome-
rizacién de la forma L (Stevens et al., 1956; Arnstein
y Clubb, 1957; Arnstein y Margreiter, 1958).

Los primeros indicios de la participacidn del
dcido o -aminoadipico en la ruta biosintética de la peni-
cilina se obtuvieron al observarse que un 25% de los mutan

tes de Penicillium notatum auxdtrofos de lisina no produ-

cian antibibticos. Esto 1llevd a postular (Bonner, 1947)
la existencia de un precursor comin a lisina y penicilina.
Demain (1957) encontrd que la lisina inhiblia fuertemente

la sintesis de penicilina por Penicillium chrysogenumn.

Cuando, en afios posteriores, se dilucidd la ruta biosinté-
tica de la lisina en hongos, pudo establecerse que el aci-
do & -aminoadipico era un intermediarib de la misma. Asi-
mismo, se comprobd que el o(-AAA no sdlo revertia el efec-

to inhibitorio que la lisina ejercia sobre la formacidn



de penicilina, sino que estimulaba la sintesis del antibid
tico en ausencia de ;ste aminoacido (Somerson et al.,
1961). A partir de esta evidencia y de otras posteriores
se demostrd la participacidén del & -aminocadipico como pre-
cursor com@n a las rutas biosintéticas de penicilina y

de lisina en hongos (Luengo et al., 1979; 1980). -

I.A.5.2. Precursores de la cadena lateral

Los primeros estudios relativos a los precurso-
res de la cadena lateral de la molécula de penicilina con-
dujeron al descubrimiento de la estimulacidn que el acido
fenilacético ocasionaba sobre la produccidn de antibidtico
cuando dicho adcido se afiadia a la fermentacidn, de forma
que su presencia en el medio era el verdadero factor limi-
tante de la biosintesis de penicilina (Higuchi et al.,
1946).De igual modo, se comprobd la incorporacidn de otros
acidos organicos a la molecula de penicilina, aunque nin-
guno de ellos lo hacia con el elevado rendimiento que el
fenilacético.

Como norma general, los precursores de la cadena
lateral se adicionan al medio de produccidén en forma de
sal sbdica o potasica, derivados de etanolamina, etc.,
dada la elevada toxicidad del &acido a pH bajo (Behrens
et al., 1948; Halliday y Arnstein, 1956). La relativa ines
pecificidad que el complejo enzimitico biosintético mues-
tra por la cadena lateral ha sido aprovechada variando

la naturaleza del precursor de la cadena lateral que se



afiadia al medio de fermentacidn. De esta forma, se ha ob-
tenido una géma de penicilinas tan amplia como el nimero
de precursores susceptibles de ser incorporados (Tabla I.1l)
La eleccidn de un precursor de la cadena lateral ha de
hacerse de acuerdo con las caracteristicas del antibidtico
a ob?ener, ya que de dicho précursor van a depender para-
metros fundamentales de la penicilina obtenida, tanto a
nivel fisico-quimico como terapéutico (Demain, 1966).

Como caracteristicas ideales de un precursor

de la cadena lateral pueden considerarse las siguientes:

a) que no sea tdxico para el hongo productor del anti-
bidtico.

b) que sea resistente a las oxidaciones bioldgicas.

c) que esté sustituido en el carbono(3 pero no en ele(,
para que la eficiencia de su incorporacidn en peni-
cilina asi como su actividad antimicrobiana sean

Optimas (Johnson, 1952).

I.A.5.3. El tripéptido ACV comO precursor

Una vez confirmada la participacidén de los amino
acidos cisteina, valina y o -aminoadipico, quedaba por
ver el mecanismo por el cual estas tres moléculas se incor
poraban al ciclo biosintético de la penicilina.

. . . . 2 14 :

Mediante estudios de incorporacidn de (™~ 'C)vali-
na en posibles precursores de la penicilina que presenta-
ran algln resto de cisteina en su molécula, se encontrd

un tripéptido que contenia estos dos aminodcidos junto



Tabla I.1l: Penicilinas naturales vy bhiosintéticas

CH3
CH3
COQH
e
Penicilinas o ’ R
a. Naturales
6-aminopenicilinico ( 6-APA ) H

Benzil (G) <i:::::>— CH, - CO
p-hidroxibenzil (X) HO-<<:::::>>—CH2— COo

2-pentenil (F) CH3CH2CH=CHCH2—CO

n-amil (dihidro F) céBCHZCH2CHé;H2-co

n-heptil (K) CH,CH,CH,, CH,CH,CH ,CH, - CO
L—e(—(&—am?noadipil) (iso-N) 8-HOOCCH(NH2 ) (CH, ) = CO (L)
D—og-(&—aminoaaipil) (N) é-HOOCCH(NH2 ) (CH,) ;= €O (D)

b. Biosintéticas

Fenoximetil (V) <:::::::>»-o - CH,- CO

Butiltiometil (BT) CH, (cnz )3 SCH, - co
Aliltiometil (O) T CH2 = cucxzsCH2 - CO
3-cloro~-2buteniltiometil CH§C = CHCHZSCH2 - CO



“con el écidb o -aminoadipico (Arnstein et al.; 1960).

Las cantidades detectadas fueron muy reducidas
¥y séio permitieron establecer la secuencia del tripéptido,
la cual resultd ser o« -aminoadipil-cisteinil-valina, sin
poder concluir~ningn dato sobre la configuracidn de cada
uno de los aminoécidos. Loder y Abraham (1971b)consiguie-
ron dilucidaﬁ;gsta Gltima ipcégnita a partir del tripépti-

do que ellos obtuvieron en cultivos de Acremonium chryso-

genum. Utilizando técnicas de espectrometria de masas de-
terminaron la configuracidn de los 3 aminoacidos en el
tripéptido era el LLD. Este resultado se confirmd poste-
riormente para el ACV obtenido en fermentaciones de P.

chrysogenum (Adriaens et al., 1975b, Fawcett et al., 1976,

Chan et al., 1976), Streptomyces clavuligerus (Abraham,

1978), Paecilomyces persicinus (Eriquez y Pisano, 1979)

y otras especies productoras de antibidticos @>-lactémicos
Se pueden aducir algunas pruebas gque corroboran

el caracter de precursor que tiene el ACV:

1. Los mutantes de P. chrysogenum auxdtrofos de lisina

son incapaces de sintetizar penicilina ni tripépti-
do ACV. Dado gque, como vimos anteriormente, el
& -aminoadipico es un intermediario de la biosinte-
sis de 1lisina, es comprensible que los mutantes
bloqueados a un nivel anterior a la formacidn de
oC-AAA no pueden formar ACV ni, como consecuencia,
antibidtico.

2. La fusidén de dos mutantes, uno no productor de pe-

nicilina pero si de ACV y otro no productor de am-



et al.,

bos metabolitos, condujo a la formacidn de un hete-
rocarionte capaz de sintetizar ACV y penicilina
(Nash et al., 1974). El1 primero de los mutantes
no era capaz de ciclar el ACV aunque si de sinteti-
zarlo, mientras el segundo era capaz de ciclarlo
pero no de sintetizarlo. Asi, al poseer el hetero-
carionte ambas actividadés la ruta biosintética
del antibidtico resultaba completada. Resultados
andlogos obtuvieron Normansell et al., (1979), con

mutantes no productores de P. chrysogenum.

Tanto en Penicillium como en Acremonium se han en-

contrado mutantes no productores gque acumulan ACV
y que no producen penicilinas ni cefalosporinas.
Este hecho es indicativo de que el tripéptido es
un precursor comin de la biosintesis de ambos tipos

de antibidticos.

La prueba definitiva, que demuestre el caracter

precursor del ACV se ha establecido mediante la ciclacidn
del mismo (sintetizado quimicamente) para originar isope-

nicilina N, llevada a cabo por extractos de Penicillium

(Meesschaert et al., 1980; Hollander et al., 1984; Ramos

1984).

I.A.5.4. Péptidos relacionados con el ACV

Durante los trabajos de aislamiento y purifica-

cidn del ACV, Loder y Abraham (1971la) encontraron dos te-



trapéptidos a los que denominaron Pl Yy P2. La secuencia

del P, era oL—aminoadipil-cisteinil—(5-hidroxivalinil-

1

glicina, mientras que para el P, era X-aminoadipil-cistei

2
nil-valinil-glicina. Ambos péptidos se encontraron junto
con el ACV en una proporcidn 1:2:10 respectivamente.

El papel gque estos tetrapéptidos juegan en la
ruta biosintética de la penicilina permanece sin dilucidar.
A este respecto, Baldwin et al, (1980) propusieron un pép-
tido que contuviera dehidrovalina, 1la cual convertiria
a este Gltimo en un precursor de la cefalosporina C y al

tetrapéptido P, en precursor de la penicilina N. No obstaﬁ

2
te, no se ha conseguido aislar ningQn péptido con dehidro-
valina que confirme las suposiciones de Baldwin.

En mutantes de C. acremonium no productores de

antibidtico se han aislado péptidos directamente relacio-
nados con el ACV, tales como ACV dimero (dos mondmeros
unidos por un puente disulfuro), ACV-metanotiol, ACV N-ace
tilado, ACV N-N-diacetilado y n-acetil-ACV-metanotiol di-
mero (Fujisawa, 1977).

Los derivados disulfuro pueden originarse por
oxidacidn enzimdtica o no enzimatica, como ocurre con el
glutatidn, péptido estrechamente relacionado con el ACV.
Si bien se ha detectado la presencia de glutatidn reducta-

sa en P. chrysogenum (Woodin y Segel, 1968), aln no se

ha encontrado el enzima andlogo que transforme el dimero
de ACV en mondmero. Por otro lado, los restos metanotiol
y n-acilo no parecen estar relacionados directamente con

la formacién de F)—lactamas (Shirafuji et al., 1979).
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Otro grupo de péptidos similares al ACV que no
podrian ser ciclados por no presentar azufre en su estruc-
tura ha sido descrito por Neuss et al., (1980) en mutantes

de Penicillium no productores de penicilina. Entre ellos

se identificaron los sigui;htes: ol -aminoadipil-serinil-
valina, & -aminoadipil-serinil-isodehidrovalina y ¢ -amino
adipil- alanil -valina. La ipresencia de - estas moléculas
podria ser un indicio de la baja especificidad del comple-
jo enzimatico encargado de la sintesis del ACV, caracteris
tica que es comin en enzimas que transforman metabolitos
primarios en antibidticos (Queener et al., 1978). Un fené?
meno similar ocurre en el caso de la glutatidn sintetasa
(Nishimura et al., 1964).

Por Gltimo, conviene hacer notar que en la mayor
parte de los microorganismos mencionados se han detectado
notables cantidades del tripéptido glutatidon. La similitud
estructural entre ACV y glutatidn hace que los procesos
de purificacidén de ambos sean similares y aparezcan conjun
tamente en todos ellos. Esta semejanza no se limita a la
estructura quimica, sino que se extiende al proceso de

biosintesis de los mismos (Ldpez-Nieto, 1984).

I.A.5.5. Biosintesis del tripéptido ACV

Las distintas hipdOtesis referentes al esquema
de condensacidn de los aminoéeidos & -aminoadipico, cistel
na y valina para originar ACV, tienen en comiin la proposiw
cidén de un modelo no ribosomal para la explicacidn de di-

cho proceso (Martin et al., 1979).



Los estudios de incorporacidn "in vivo" de pre-
cursores radiactivos mostraron, desde un principio, que
los tres aminoadcidos antes citados pasaban réapidamente
a formar parte de la molécula de ACV. La forma L‘del ol -
aminoadipico era incorporada con mejor rendimiento que
la forma D, a pesar de que esta iltima era la forma isomé-
rica encontrada en la penicilina N producida por Acremo-
nium. Si bien el resto de valina terminal del ACV presenta
la configuracidn D, la incorporacidn .del aminoacido al
tripéptido se hace en su forma L (Adriaens et al., 1976),
sufriendo posteriormente un proceso de epimerizacidn. La
D-valina no se incorpora como tal al ACV e, incluso, se
comporta como inhibidor de la sintesis del tripéptido (De-
main, 1956). En lo que respecta a la cisteilna, su incorpo-
racidn al ACV se realiza exclusivamente en la forma L.

Los trabajos referentes a la incorporacidn de
dipéptidos radiactivos en el ACV dieron como resultado
que, independientemente de la naturaleza de los dipéptidos
éstos eran hidrolizados previamente a su incorporacidn
por el micelio. La causa de este fendmeno se establecid
en la baja permeabilidad que el micelio posee hacia esos
dipéptidos (Adriaens et al., 1978 ; Loder et al., 1969).

Se ha conseguido la sintesis de ACV utilizando
extractos acelulares en presencia de o(-AAA, cisteina,
valina y de un sistema generador de energia. Los extractos
acelﬁlares utilizados provenian de micelio sometido a di-
versos tratamientos de rotura y de protoplastos lisados

por procedimientos suaves (Abraham, 1974).



La teoria que propone el dipéptido cisteinil-
valina (CV) como intermediario en la biosintesis de ACV
bien como resultado de un proceso de reaccidn secuencial
(Bicroft y Taylor, 1981), bien como sustrato de una trans-
peptidizacidn similar a la del dipéptido cisteinil-glicina
en el caso del glutatidn (Arnstein y Morris, 1960), no
parece contar con resultados experimentales que la corro-
boren. El modelo mds aceptado actualmente propone un sis-
tema de incorporacidn secuencial en dos pasos consecutivos.
En el primero de ellos se produce la condensacidn de o -
aminoadipico y cisteina, para originar el dipéptido o(-
aminoadipil-cisteina (AC); y en el siguiente se incorpora
el resto de valina para formar ACV.

'Con respecto al mecanismo de incorporacidén de
L-valina al ACV alin no se ha aclarado cOmo se produce la
epimerizacidén del aminodcido a su forma D. Se ha propuesto
la formacidn de un‘intermediario activado de la L-valina,
posiblemente adenil-valina, unido no covalentemente al
enzima (ACV sintetasa), y posterior formacidn de un enlace
tioéster covalente con el enzima. El tioéster-D-valina
reaccionaria con la forma activa de AC para dar lugar al
tripéptido ACV unido al enzima, del que se liberaria por
hidrdlisis subsiguiente (Laland et al., 1978; Martin et
al., 1979).

A grandes rasgos, el proceso de biosintesis del
ACV sigue la misma secuencia que el glutatidn ( ¥ -glutamil-
cisteinil-glicina): activacidn del amino&cido inicial e

incorporacidn del segundo aminodcido para formar el dipép-



tido, a cuya forma activa se adiciona el tercer aminoacido.
Esta es otra de las concordancias existentes entre las
rutas metabdlicas de ambos tripéptidos, algunas de las

cuales se discuten a lo largo del presente trabajo.

I.A.5.6. Ciclacidn del ACV a isopenicilina N.

Esta etapa representa la Gltima de las activida-
des enzimdticas implicadas en la ruta comin de la biosin-
tesis de penicilinas y cefalosporinas.

En extractos de A. chrysogenum, los primeros

estudios sobre este proceso indicaron la utilizacidn de
forma exclusiva del isdbmero LLD del ACV, mientras que los
otros isOmeros no eran transformados (Fawcett et al., 1976).
Se observd, asimismo, que la incorporacidn de (l4C)°C-ami-
noadipil-cisteinil-valina-—(3H—metil) en isopenicilina N
se llevaba a cabo en una proporcidn 3H/14C idéntica a la
inicial en ACV, lo que indicaba gque éste se transformaba
directamente en isopenicilina N sin ningQn tipo de altera-
cidn (0'Sullivan et al., 1979).

En nuestro departamento, este proceso ha sido

descrito en extractos de P. chrysogenum, y se ha aislado

y caracterizado la actividad enzimatica responsable del
mismo (Ramos, 1984; Ramos et al., 1984).

Diversos autores han estudiado este proceso me-
diante extractos obtenidos por lisis de protoplastos de

Acremonium chrysogenum y por rotura mecanica de las célu-

las vegetativas (Huddleston et al., 1980). El rendimiento
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de la reaccidn se incrementaba en presencia de Fe++, ditio
treitol y ascorbato (Sawada et al., 1980, Abraham et al.,
1981).

I

I.A.5.7. Mecanismo de la formacidn de isopenicilina N

I.A.5.7.1. Formacién del anillo @ -lactimico

Una de las primerag hipbtesis acerca de este
paso fué la que propugnaba la participacidn de un interme-
diario con un resto dihidrocisteina como posible precursor
de la isopenicilina N. Sin embargo, los estudios de incor-
poracidn de cisteina radiactiva descartaron esta teoria
(A;nstein y Grant, 1954b; Bycroft et al., 1975).
| La ciclacidn completa del tripéptido ACV para
dar isopenicilina N requiere la pérdidé de dos atomos de
hidrdgeno por cada anillo. Se ha comprobado gque la cisteil-
na radiactiva se incorpora intacta a la molécula de isope-
nicilina N (Young et al., 1977; Huddleston et al., 1978),
si bien esto no aclara si se produce una estructura lineal
intermediaria, para 6riginar una @ -lactama monociclica,
o un intermediario ciclico que da lugar simultaneamente
a los dos anillos @J—lactémico y tiazolidinico.

El proceso de formacidn del anillo G>-lactémico
es estereoespecifico y sigue el mismo mecanismo tanto en

especies de Penicillium y Cephalosporium (Adriaens et al.,

1975a; Morecombe y Young, 1975) como en Streptomyces (Whit

ney et al., 1972.



Estudios realizados en extractos de P. chrysoge-

num han demostrado la presencia de un intermediario deno-
minado compuesto "Y" (Meesschaert et al., 1980) que posee
la estructura L-ol-aminoadipil-L-ciclocisteinil-D=-valina
(azetidinona). Este tipo de compuestos no ha sido identi-

ficado en cultivos de Acremonium (Demain et al., 1982). De

todos modos, existen dudas sobre el céfécter intermediario

de esta molécula, ya que se ha demostrado que las estruc-

turas tipo azetidinona no son convertidas en penicilinas

(Baldwin y Jung, 1978).

Entre los mecanismos propuestos para explicar la
transformacidén del ACV en un intermediario monociclico
(Queener y Neuss, l982)°se pueden citar los siguientes:

1. Hidroxilacidn en el C-3 del resto de cisteina del ACV -
y posterior activacidn de este grupo con retencidn de
la configuracidén estérica.

2. Formacidn de un tiocaldehido por deshidrogenizacidn del enlace C-5.

3. Oxidacidn del nitrdgeno del resto de valina del ACVY,
originando un &cido hidroxamico. Esta hipdtesis ”se
apoya en el modelo quimico de la reaccidn y en la exis
tencia de acidos hidroxamicos sustituidog como produc-
tos naturales, aunque este tipo de compuestos no ha si
do encontrado en fermentaciones de microorganismos

productores de penicilinas.

I.A.5.7.2. FPormacidn del anillo tiazolidinico

Los estudios de incorporacidén de valina radiacti
va en penicilinas indican que toda la molécula de valina

es retenida salvo un atomo de H que se pierde (Aberhart
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et al., 1974), lo que invalidaba la hipdtesis de la exis-
tencia de un intermediario con un resto isodehidrovalina.
Fawcett et al., (i976) confirmaron que la forma-
cidn del anillo tiazolidinico no conlleva la participacidn
de un intermediario 2-3 dehidrovalina en extractos de

Acremonium. Resultados similares fueron obtenidos por Meess

chaert et al., (1980) utilizando extractos de P. chrysoge-

num.

Los estudios mediante resonancia magnética nu-
clear (MMR) llevados a cabo en penicilinas marcadas con
13C mostraban que la estereoquimica del C-3 de la valina
era la misma que el C-2 de la penicilina (Neuss et al.,
1973), lo que confirmaba que la configuracidn del C-3 de
la valina es mantenida a través de todos los intermedia-
rios.

Se han propuesto varios mecanismos de cierre
del anillo tiazolidinico que implican la deshidrogenacién
de un intermediario (Baldwin y Wan, 1979), y también hidro
xilaciones en algGn punto (Aberhart, 1967), si bien no
han sido hallados intermediarios gque corroboren alguno
de dichos procesos. Los tetrapéptidos hallados por Loder

y Abraham (1971a) no son convertidos a isopenicilina N

por extractos acelulares de A. chrysogenum (Bahadur et

al., 1981).

I.A.5.8. Especificidad de la isopenicilina N sintetasa

La ciclacidn del tripéptido ACV para originar

los anillos S5—lactémico y tiazolidinico es llevada a cabo



por la enzima denominada isopenicilina N sintetasa (cicla-
sa). Esta actividad ha sido parcialmente purificada en

Acremonium chrysogenum y se ha demostrado que su especifi-

cidad respecto al sustrato es muy baja, pues reacciona
con anadlogos del ACV en los que el ;es‘to de valina es sus-
tituido por isoleucina y produce una sustancia con activi-
dad antibidtica (Abraham et al., lé‘&l; Bahadur et al.,
1981). Aquellos tripéptidos en los que el & -aminoadipico
es sustituido por glutdmico o la cisteina lo es por ol -ami
noadipico es sustituido por glutdmico o la cisteina lo
es por oL -aminobutirico, serina o alanina, no son conver-
tidos en productos activos (Demain et al., 1982). Recien-
temente, Wolfe et al., (1984), han logrado la ciclacidn

del tripéptido LLD-carboximetil-cisteinil-valina utilizan-

do extractos de C. acremonium.

I.A.5.9. Conversidn de isopenicilina N en las diferentes

penicilinas hidrofdbicas

Como vimos anteriormente, la ruta biosintética
de los antibidticos @—lactémicos es com@n hasta el inter-
mediario isopenicilina N. En este punto la ruta se bifurca
en dos vias correspondientes a @—lactamas hidrofdbicas
y @—lactamas hidrofilicas. Dado que en el presente traba-
jo sblo se ha utilizado P. chrysogenum, especie productora

N

de penicilinas hidrofdbicas, vamos a centrar nuestra aten-

cidén en la ruta de este tipo de antibidticos.



TABLA I-2

Especificidad para el sustrato de la isopenicilina N

sintetasa de A. chrysogenum

Sustrato

Formacidn de pro-

ducto activo

L-« -—aminoadipil-L-cisteinil-D-valina

L- ¥ -glutamil-L-cisteinil-D-valina
Adipil-L-cisteinil-D-valina

L-o —-aminoadipil-L-aminobutiril-D-valina
L-o¢ —aminoadipil-L-serinil-D-valina

L-& -aminoadipil-L-alanil-D-valina
L-oC~-aminoadipil-L-cisteinil~-L~valina
L-o<K-aminoadipil-L-cisteinil-D-isoleucina

L- «-aminoadipil-L-cisteinil-D-aloisoleucina
L-X -aminoadipil-L-cisteinil-D- -aminobutirico
§ -N-acetil-ACvV

Glicil=-ACV

SeqGn Demain et al., 1982.



El mecanismo por el cual la isopenicilina N es
convertida en penicilinas hidrofdbicas sigue siendo objeto
de viva controversia entre los investigadores del tema.

Las distintas penicilinas producidas en fermen-
taciones a las que no se ha afiadido ningln tipo de suple-
mentacidn se denominan penicilinas naturales, en tanto
que aquellas que se producen en medios adicionados de pre-
cursores de la cadena lateral, se conocen como penicilinas
de biosintesis dirigida.

Cuando se estudiaron los productos gque se acumu-
laban en fermentaciones en ausencia de precursores de la
cadena lateral, se descubrid que el producto mayoritario
en tales condiciones era el Acido 6-aminopenicilénico (6-
APA) (Kato, 1953; Demain, 1959; Kitano et al., 1975). Este
intermediario no ha sido hallado en caldos de fermentacidn
de hongos no productores (Cole, 1966).

No estd aclarado si el 6-APA juega algin papel
en la sintesis "de novo" de las penicilinas hidrofdbicas.
Wolﬁf y Arnstein (1960) no consiguieron encontrar un com-
pues£6 intermediario entre el 6-APA y la bencilpenicilina.
La teoria mas aceptada al respecto éropone que el 6-APA
es un metabolito producido por desacilacidn de la isopeni-
cilina N en las fermentaciones sin precursor de la cadena
lateral (Murao, 1955; Erickson y Bennett, 1965). Ello im-
plicaria que las reacciones terminales de la biosintesis
de penicilinas hidrofdbicas consisten en intercambios en-

tre el = -aminoadipico y las diferentes cadenas laterales.



La adicidén de precursores de la cadena lateral
a las fermentaciones no sdlo activa la formacidén de una
penicilina especifica, sino que también incrementa la pro-
duccidn total de antibidtico (Singh y Johnson, 1948). Este
fendmeno indica que el verdadero factor limitante en la
formacidn devpenicilinas eés la sintesis del precursor de
la cadena lateral. El1 nimero de precursores de la cadena
lateral que pueden ser utilizados es muy elevado, lo que
indica una baja especificidad de la unidn de la cadena
lateral al 6-APA (Demain, 1966). Estos precursores son,
generalmente, derivados monosustituidos del acido acético.

En resumen, podemos concluir gque las reacciones
terminales de la biosintesis de penicilinas hidrofdbicas
implican la existencia de la isopenicilina N como interme-
diario obligado, ademas de la presencia de las siguientes
actividades enzimdticas: R-acetil:CoA ligasa; Amidoliasa;

Acil CoA:6-APA Aciltransferasa.

I.A.5.10. R-acetil:Coenzima A ligasa

La existencia de esta enzima ha sido demostrada

en extractos de P. chrysogenum (Brunner et al., 1968) y

apéfece al inicio de la sintesis de penicilina, mantenién-
dose durante su formacidn. Esta actividad enzimatica une
uﬁxre§to acetilmonosustituido al Coenzima A en presencia
deEATP y tiene un pH Optimo de 6,5, aceptando por igual
fenilacético, fenoxiacético y otros restos acetato susti-

tuidos (Brunner y Rohr, 1975).



R—CHZ-COOH + HCoA + ATP —— R—CH2-CO-‘COA + AMP + PPi

I.A.5.11. Isopenicilina N amidoliasa

Estudios realizados por Friedrich y Demain (1978)
midiendo la incorperacidn de l4Co(—aminoadipico, su concen-

14C—cetoadipico,

tracidn intracelular y la formacidn de
concluyeron que por cada molécula de O-aminoadipico uti-
lizada podian sintetizarse 10 moléculas de Penicilina G
en una cepa de baja produccidn. Sin embargo, Brundidge
et al., (1980) observaron en cepas de alta produccidn que
la cantidad de penicilina V formada era igual a la de 6-
oxopiperidincarboxilato formado por ciclacidn del oK -amino
adipico de la cadena lateral de isopenicilina N. Esta ac-
tividad indicabé la existencia del enzima isopenicilina
N amidoliasa, con actividades amidohidrolasa y amidociclo-
liasa.

Isopenicilina N —# H_O + 6-APA + L-o -aminoadipico

2

Por otro lado, (Meesschaert et al., (1980) encon-

traron que extractos de P. chrysogenum formaban (3H)—6—APA

a partir del intermediario monolactémico tritiado "Y",
en pfesencia de 6-APA no marcado. Asimismo, este extracto
era capaz de formar isopenicilina N tritiada a partir de
o« —aminoadipico y 6-APA tritiado. Estos experimentos indi-
caban la presencia de otra nueva actividad enzimatica re-
lacionada con la biosintesis de penicilina y que se conoce
como isopenicilina N : 6-APA aciltransferasa. Experimentos

realizados con los mismos extractos en presencia de (3H)-
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6-APA y (~"C)ACV conducian a la formacidn de (3H— C)iso-

penicilina N; la explicacidn de este fendmeno venia dada
por la conversidn de (14C)ACV en (14C)isopenicilina N se-

guida del intercambio de la cadena lateral entre ésta vy

el (°H)6-APA.

I.A.5.12. Acil-Coenzima A:6-APA aciltransferasa

Loder (1972) demostrd gque la isopenicilina N
estimula la incorporacidn de (14C)fenilacetil—CoA en peni-

cilina G, utilizando extractos crudos de P. chrysogenum

y fracciones purificadas. Esto indicaba la existencia de
" una enzima soluble gque intercambiaba la cadena lateral.
La incorporacidn de fenilacetil-CoA tritiado en penicilina

G ‘también fue demostrada en Penicillium (Fawcett et al.,

1975), y esta incorporacidn no tenia lugar sino en presen-
cia de isopenicilina N.
Algo similar ocurria cuando se sustituia la iso-

penicilina N por el compuesto 6-APA.
<:3%CH2—CO—COA‘+ 6-APA ——m  Penicilina G + HCoA

Estos‘exﬁérimentos indicaban la analogia entre
Acil-CoA:Isopenicilina N aciltransferasa y Acil-CoA:6-APA
aciltransferasa (Abraham, 1978). La actividad enzimatica
responsable de estos procesos no cataliza la reaccidn in-
versa ni la formacidn de penicilina G a partir de 6-APA
y fenilacético; sin embargo, es capaz de intercambiar las
cadenas laterales entre distintas penicilinas, salvo cuan-

do una de ellas es isopenicilina N (Spencer y Maung, 1970;



Peterson y Wideburg, 1960; Pruess y Johnson, 1967).

I.A.5.13. Penicilina Acilasa

Los enzimas que rompen penicilinas dando origen
al nﬁcleo central 67APA, y a la cadena lateral, se han
denominado genéricamente acilasas (Cole et al., 1975) y
han sido detectadas en un amplio nimero de hongos (Vander-
haeghe, 1975) y bacterias (Vandamme, 1977), incluyen
do a microorganismos no productores de @-lactamas. En

1966, Cole determind que el micelio lavado de P. chrysoge-

num cataliza la formacidén de 6-APA a partir de penicilina

V en un proceso que se desarrolla como sigue:

Penicilina V + Hzo —— 6-APA + Fenoxiacético

I.A.5.14. Modelo de conversidn enzimdtica de isopenicilina

N en las diferentes penicilinas hidrofdbicas

’Segﬁn se deduce de los estudios antes menciona-
dos, al menos cuatro enzimas distintas estan implicadas
en la formacidn del 6-APA de las distintas penicilinas
hidrofdbicas a partir de isopenicilina N: isopenicilina N
amidoliasa, R-Acetil:CoA ligasa, AcilCoA:6-APA aciltrans-
ferasa y penicilina acilasa {Fig. I.5).

Aunque el proceso completo de reacciones finales
de formacidn de penicilinas necesita de un estudio mas

profundo, puede afirmarse que sus bases generales estéan
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Enzima A: Isopenicilina N amidoliasa

Enzima B: Acil-CoA:6-APA aciltransferasa (multiactiva)
Enzima C: R-acetil:CoA ligasa

Enzima D: Penicilina acilasa (reversible)

Fig.I-5. Modelo de conversidn enzimdtica de isopenicilina N en las
diferentes penicilinas hidrofdbicas.



establecidas. En la figura I.5 se recogen todas las acti-
vidades enzimiaticas involucradas en la conversidén de iso-
penicilina N en penicilinas hidrofdbicas, con las varian-

tes mencionadas en esta presente introduccidn.

I.B. Glutatidn y ciclo del K-glutamilo

I.B.l1. Introduccidn

El glutatidn (GSH) es un compuesto ampliamente
distribuido entre los seres vivos, tanto en células. anima-
les y vegetales como en microorganismos (Fahey et al.,
1978; Fahey y Newton, 1984). Su estructura responde a la
del tripéptido 1lineal L-J§ -glutamil-L-cisteinil-glicina,
la cual le hace poseedor de dos grupos que van a condicio-
nar extraordinariamente sus caracteristicas fisico-quimicas
y bioldgicas: un grupo sulfhidrilo y un enlace ‘X—glutamilo.

Se encuentra intracelularmente en concentracio-
nes relativamente altas (0,5-10 mM). El hecho de ser el
tiol mas abundante en la célula sugiere que este tripépti-
do tiene importantes funciones bioldgicas, aunque no exis-
ten evidencias completas para todas las que se le han asig
nado. Entre las mas relevantes de dichas funciones podemos
citar las siguientes:

a) mantenimiento de los grupos SH de las proteilnas y
otras moléculas.

b) destruccidn de perdxidos y radicales libres.

c) catalizador de reacciones en las gque intervienen

grupos SH.



con extractos de rifidn y pancreas, aungque trabajos poste-
riores mostraron que tal actividad estaba distribuida con
profusidn en tejidos de mamiferos, plantas y microorganis-
mos.

El paso inicial en la ruptura del glutatidn es

una reaccidn catalizada por el enzima X—glutamil transpep

tidasa:
GSH + L-aminoidcido —m L- ¥ -glu-L-aminodcido + cys-gly

Trabajos posteriores establecieron: a) que la
reaccidn catalizada por la X—glutamil transpeptidasa es
reversible, b) que pueden utilizarse otros donadores del
grupo X-glutamilo, y c) que la enzima también cataliza
la liberacidn de glutamato a partir del donador. Se compro
bd, asimismo, que la enzima estd asociada a las membranas
celulares de algunas estructuras epiteliales, lo cual se
logrd mediante procedimientos histoquimicos e inmunocito-
quimicos (Spater et al., 1983).

La cisteinil-glicina formada en la reaccidn de
transpeptidizacidén es hidrolizada por una peptidasa, 1lo
gue origina los dos aminoacidos libres. Los \S-glutamil-
aminoacidos formados son convertidos en 5-oxoprolina vy
los correspondientes aminoacidos libres por la enzima so-

luble X—glutamil ciclotransferasa:

N

L- X-glutamil-L—aminoécido ——rs—oxo—L—pr.olina + L-aminoacido

La activa presencia de las enzimas §-glutamil

ciclotransferasa y X—glutamil transpeptidasa en el rifidn,



un O8rgano gque contiene una concentracidén importante de
glutatidn, condujo al estudio de la sintesis del glutatidn
en éste y otros tejidos. De esta forma se encontrd que
la sintesis del glutatidn se llevaba a cabo mediante dos

reacciones acopladas:
(1) L-glu + L-cys + ATP —#= L- ¥ -glu-L-cys-ADP+Pi
(2) L- ¥ -glu-L-cys + gly + ATP —meglutatidn + ADP + Pi

Estas reacciones son catalizadas por las enzimas
X—glutamil-cisteina sintetasa (1) y glutatidn sintetasa
(2).

El hecho de que la 5-oxoprolina no se acumule
normalmente en una cantidad apreciable en higado, rifidn,
sangre u orina llevd a estudiar el metabolismo de este
compuesto. Los trabajos llevados a cabo con (l4C)5-oxo-L-
prolina mostraron rapidamente que dicha sustancia era me-
tabolizada y convertida en glutamato cuando se incubaba
con un extracto de células renales en presencia de Mg++,
ATP y un sistema generador de ATP. A la actividad respon-

sable de esta transformacidn se la denomind 5-oxoprolinasa

concretandose que la reaccidn transcurria como sigue:

5-oxo-L-prolina + ATP + 2 H, O —s= L,-glutamato + ADP + Pi

2

El descubrimiento de la reaccidn catalizada por
la 5-oxoprolinasa demostrd gque existia un enlace metabdli-
co entre las reacciones involucradas en la degradacidn
del glutatidn y las que catalizan su sintesis, e hizo po-

sible visualizar un ciclo que necesita glutatidn, ATP y
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aminodcidos (Fig.I.6). La existencia de este ciclo "in
vivo" se ha demostrado mediante la utilizacidn de precur-
sores y de inhibidores especificos (Meister, 1983; Vifia

et al, 1982).

I.B.3. Descripcidn de las principales enzimas del ciclo

del ¥ -glutamilo

I.B.3.1. §-glutamil-cisteina sintetasa

La enzima 'K—glutamil-cisteina sintetasa ha sido
aislada y purificada a partir de numerosas fuentes (higado,
rifidn, eritrocitos humanos y bovinos, hongos) resultando
ser la procedente del rifiédn de la rata la mas activa de
ellas.

Los valores de Km aparente para ATP, L-glutamato
y L-cisteina son 0.2, 1.8 y 0.3 mM respectivamente, aunque
la cistelina puede ser reemplazada por L-o -aminobutirato
(Km, 3 mM); el uso de este compuesto elimina los riesgos
que comparte la oxidacidn esponténea de la cisteina (Nis-
himura et al., 1964). Esta actividad no es capaz de utili-
zar el D-glutamato, el cual actia de hecho como un potente
inhibidor de la enzima (Nakayama et al., 1981).

Hay un gran nimero de aminoadcidos gque pueden
servir como aceptores del resto ¥ -glutamilo. Su afinidad
por dicho resto depénde también de la presencia en el me-
dio de reaccidn de cationes divalentes (Mg++, Mn++) (Or-

lowsky y Meister, 1971).
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Fig. I.6. Esquema general del ciclo del Y-glutamilo.



La ¥ -glutamil-cisteina sintetasa cataliza va-
rias reacciones parciales que reflejan aspectos de su me-
canismo catalitico normal. Esta enzima cataliza la incor-
poracidon de ™ -aminobutirato vy glutamato en ‘S—glutamil—
o -aminobutirato en presencia de ADP y fosfato inorganico.
Aunque la enzima no cataliza intercambios ATP-ADP o
ATP-Pi si cataliza la formacidn- de PPi a partir de ATP;
esta reaccidn es activada por X -aminobutirato e inhibida
por glutamato y por metionina-sulfoximina. La enzima exhi-
be actividad ATP-asica, la cual es activada por
ol-aminobutirato e inhibida por ditiotreitol. La adicidn
de glutamato al sistema inhibido por ditiotreitol conduce
a la hidrblisis del ATP asociada a la formacién de
5-oxoprolina.

Al igual gque la glutamina sintetasa, la
‘K—glutamil—cisteina sintetasa es inhibida por metionina-
sulfoximina de forma competitiva, inhibicidn que da lugar
a la aparicidon en el medio de reaccidn de metionina-
ksulfoximina fosfato. Esta es una de las pruebas que confir
ma la existencia de un - intermediario fosforilado

¥ -glutamil-fosfato en la reaccidn normal.

I.B.3.2. Glutatidn sintetasa

La glutatidn sintetasa ha sido estudiada en una
gran variedad de preparaciones de tejidos de mamiferos,
plantas superiores, levaduras y bacterias (Mooz y Meister,

1971). El1 peso molecular de las distintas enzimas se sitla



entre 120.000 y 150.000, aunque en presencia de SDS se
obtienen dos 'subunidades de peso molecular 60.000.

En contraste con la ¥ -glutamil-cisteina sinte-
tasa, la glutatidn sintetasa es marcadamente estimulada
por K", La enzima utiliza tambidn como sustratos los dipép
tidos ¥ -glutamil-o¢-aminobutirato y ‘K—glutamil—alanina,
y asi cataliza la sintesis de los acidos oftalmico y nor-
oftalmico, respectivamente; actia también sobre
¥ -glutamil-serina, pero no sobre los ¥-glutamil deriva-
dos de leucina, valina, isoleucina, metionina, asparagina,
prolina, lisina, fenilalanina y glicil-glicina. Dado gque
la 'K—glutamil—cisteina tiende a sufrir oxidacidn esponta-
nea al correspondiente disulfuro, el cual no es sustrato
del enzima, se suele utilizar ‘6—glutamil—c(—aminobutirato
como sustrato en los ensayos de esta actividad. Los &alo—
res de Km aparente para ATP, ‘K—glutamil-cisteina,

f-glutamil-ol-aminobutirato y glicina son 0.36, 0.16,
0.60 y 2.3 mM, respectivamente, para la enzima de rifidon
de rata.

Estudios sobre el mecanismo de la reaccidn cata-
lizada por esta enzima indican la formacidn de un interme-
Giario acil-fosfato unido a la enzima (Nishimura et al.,
1964). Al igual gue otras sintetasas de este tipo, también
cataliza varias reacciones parciales. Por ejemplo, catali-
za la formacidn de dipéptido hidroxamato a partir de glu-
tatidn e hidroxilamina, el intercambio de glicina en el
tripéptido y la arsenolisis del mismo. Todas estas reaccio

nes requieren la presencia de cantidades cataliticas de



.. ) ) ++ ++
nucledtido, iones de metales divalentes (Mg , Mn ) vy

fosfato o arseniato. Asimismo, la enzima cataliza una len-
ta reaccidn ATP-asica dependiente de dipéptido, la cual
parece reflejar la formacidn y lenta hidrdlisis del dipép-
tido fosfato intermediario.

I.B.3.3. 'K—glutamil transpeptidasa

Al igual que en el caso de las anteriores, esta
enzima ha sido obtenida de muy diversas fuentes, tales
como rifidn de mamiferos, higado, vesiculas seminales y
tejidos fetales. Los métodos utilizados para separar la
enzima de la membrana celular incluyen homogeneizacidn
mecanica, tratamiento con detergentes, solventes organicos
y enzimas proteoliticas. El peso molecular de la enzima
obtenida por estos métodos suele oscilar alrededor de
200.000, aunque pueden obtenerse preparaciones con un peso
molecular de 68.000-90.000 cuando se utilizan proteasas
durante el proceso de obtencidn. Esta forma ligera del
enzima exhibe una mucho mayor actividad especifica que
la forma pesada. Las dos formas difieren significétivamen-
te en su contenido en aminoadcidos e hidratos de carbono.
La forma pesada puede ser convertida en la forma ligera
por tratamiento con bromelaina; este procedimiénto no afec
ta a la actividad enzimatica total, pero incrementa consi-
derablemente la actividad especifica. El efecto de la pro-
melaina se debe, probablemente, a la separacidn de la en-

zima de un complejo que contiene otras proteinas. Las pre-



paraciones de la forma pesada del enzima exhiben actividad
dipeptidasa, un hecho consistente con esta interpretaciodn.

Las especificidades de las preparaciones de
'K-glutamil transpeptidasa obtenidas a partir de diversas
fuentes son notablemente similares (Tate y Meister, 1975).
Los mejores aminoacidos aceptores del grupo X—glutamilo
son los de naturaleza neutra: L-metionina, L-serina vy
L-alanina. Los aminoidcidos de cadena ramificada, aspartico,
treonina e histidina son menos activos, mientras que la
L-prolina, D-aminodcidos y aminodcidos & -sustituldos son
inactivos. La actividad observada con L-isoglutamina,
glicinamida y L-metionina metil é&ster indica gque la molé-
cula de aceptor no necesita un grupo ol-carboxilo libre.
‘Varios dipéptidos pueden servir también como aceptores,
y alguno de ellos con una gran actividad: glicil-glicina,
glicil-L-alanina, L-glutamil-L-glutamina. Los peptidos que
contienen D-aminodcidos son poco activos o inactivos.

La especificidad de la enzima con respecto al
compuesto donador del 'K-glutamilo es reducida, caracterig
tica que ha sido aprovechada para utilizar sustratos que
originen productos detectables por métodos colorimétricos.
Los sustratos cromogénicos mas utilizados para medir esta
actividad han sido derivados de la anilina: N-( ¥ -glutamil)-
anilida vy K-glutamil—p-nitroanilida (Orlowski y Meister,
1970).

Como donadores del grupo ¥ -glutamilo actidan
la mayor parte de L- ¥ -glutamil-L-aminodcidos e incluso

L- ¥ -glutamil-dipéptidos (Tate y Meister, 1974).
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sas etapas del ciclo del Y-glutamilo.



Bajo ciertas condiciones, la transpeptidasa puede
ser activada por Mg++ y también por cationes monovalentes
incluyendo Na® y K*. Sin embargo, estos efectos sdlo han
sido observados con sustratos del tipo ¥ -glutamil-
p—nitroanilida; no se han encontrado en estudios con gluta-
tidén como.donador de ¥ -glutamilo y unm aminodcido como acep
tor. o -

Revel y Ball (1959) descubrieron que la
.X—glutamil transpeptidasa es inhibida por L-serina en pre-
sencia de borato, aunque ninguno de los reactivos es capaz
de inhibirla por si solo. Se ha sugerido que se forma un
complejo serina-borato que mimetiza la estructura del sus-
trato. En los {ltimos aflos se han descrito otros inhibido-
res, -como derivados de sulfoftaleina, X'—glutamil—hidrazonas
de o -cetodcidos, 4acido kainico (Lisy y Murphy, 1984),
anthglutina y acivicina(Vvifia et al., 1983).

La L-glutamina es un débil donador de K -glutamilo,
pero la enzima cataliza la conversidn de L-=glutamina en
¥ -glutamil-glutamina y la hidrdlisis de glutamina a gluta-
mato en bajas proporciones. En presencia de maleato, la
utilizacidén de glutamina por la transpeptidasa aumenta va-
rias veces y la hidrdlisis ocurre en mayor proporcidn que
la transferencia de Y¥-glutamil hidroxamato a partir de

¥ -glutamil derivados, o bien a partir de glutamina.

I.B.3.4. 5-oxo-L-prolinasa

Esta enzima ha sido aislada y purificada a partir

de las mismas fuentes que las anteriormente descritas. Su



éeso molecular determinado por filtracidn en gel, se ha

establecido en 325.000. La actividad de la 5-oxo-L-prolinasa
es Optima en presencia de iones K+ (150-350 mM) o de NHZ

(25-35 mM) pero es nula cuando estos iones son reemplazados

por Na+.

La hidrdlisis de la 5-oxoprolina es de especial
interés porque necesita energia. El equilibrio entre 5-oxo
prolina y glutamato a valores de pH cercanos a la neutrali-
dad se desplaza en favor de la ciclacidn. Durante la reac-
cidén, la hidrdlisis de la 5-oxo-L-prolina esta acoplada
con la del ATP, aunque se han encontrado pruebas de que
el proceso es reversible en cierta medida.

Con muy baja frecuencia se ha detectado en el
ser humanoc un trastorno metabSlico que se traduce en una
excrecidn exageradamente anormal de 5-oxo-L-prolina. Este
trastorno va asociado a desdrdenes en el desarrollo mental
del individuo, acidosis metabdlica y otros perjuicios.

Estos hechos han sido explicados como producto
de un blogueo de la glutatidn sintetasa, lo que origina
un gran acﬁmulo‘ intracelular del dipéptido 'K—glutamil—
cisteina. Dado Qﬁe la ‘X-glutamil—cisteina es un buen sus-
trato de la Y-glutamil-ciclotransferasa, van a producirse
importantes cantidades de 5-oxo-L-prolina, las cuales exce-
den la capacidad de la enzima 5-oxo-prolinasa para conver-
tirlas en glutamato. La subsiguiente acumulacidn de 5-oxo-
L-prolina unida al déficit de glutatidn van a ser los cau-
santes de los desdOrdenes fisioldgicos anteriormente resefla-

dos.



I.C. Objetivos del presente trabajo

El ciclo del Y¥-glutamilo éﬁ P. chrysogenum

Como vimos en la primera parte de esta Introduc-
cidn, durante las etapas de aislamiento del tripéptido ACV
se produce una purificacidn paralela del glutatidn, ya que
la similitud en su comportamiento fisico-quimico es extraor
dinaria. Por este motivo, el glutatidn (obviamente, junto
con el &cido glutamico) es el compuesto del ciclo del
¥ -glutamilo sobre el que mas referencias se encuentran en

la bibliografia sobre P. chrysogenum y otras especies pro-

ductoras de (5—lactamas.
A excepcidn de la glutatidn reductasa (Woodin
y Segel, 1968), no se han Ilevado a cabo trabajos concretos

sobre las enzimas de este ciclo en P. chrysogenum, si bien

en nuestro departamento se ha comprobado la presencia en

P. chrysogenum de las enzimas X'-glutamil—cisteina sinteta-

sa y glutatidn sintetasa (Lopez-Nieto, 1984).

El trabajo que abordamos en los prdximos capitu-
los tiene por misidn estudiar las caracteristicas de 1la
actividad ‘K—glutamil transpeptidasa en una especie produc-
tora de penicilinas hidrofdbicas e indagar acerca de su
posible relacidn con la ruta biosintética del tripéptido
precursor de dichos antibidticos.

Los objetivos persequidos se han distribuido en

los siguientes puntos:

1) Desarrollo de una técnica eficiente para la obtencidn de

extractos acelulares activos de P. chrysogenum que nos




2)

3)

4)

6)

7)

8)

permitiera la valoracidn de esta actividad enzimatica de
forma rutinaria.

Determinacién de las condiciones Optimas de ensayo de
esta enzima (pH, temperatura, tiempo de reaccidn, etc.)
Estudio de la actividad frente a sustratos de diferente
naturaleza.

Regulacidn "in vitro" de esta enzima; necesidad de cofac
tores, especificidad por el sustrato, etc.

Purificacidn parcial de esta actividad enzimatica y de-
terminacidn de algunos parametros de interés.

Relacidn entre esta actividad enzimdtica y la produccidn
de penicilina G a lo largo de la fermentacidn y en dis-
tintas condiciones de crecimiento.

Comparacidén de la actividad ¥ -glutamil transpeptidasa

en distintas cepas de P. chrysogenum, algunas de ellas

no productoras de penicilina G.
Interaccidn de esta enzima con productos intermediarios
de la ruta biosintética de la penicilina y estudio de

una posible relacidn con la misma.
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IT.l. Microorganismos utilizados

Penicillium chrysogenum AS-P-78, cepa de alta

produccidn (aunque muy por debajo de las cepas utilizadas
industrialmente) de penicilina (5.000 Pg/ml de penicilina
G, en fermentacipnes realizadas en matraces), cedida por
Antibidticos, S.A. de Ledn con la que se ha llevado a cabo

la mayor parte de este trabajo.

Penicillium chrysogenum Wisconsin 54-1255, cepa

de produccidn media de penicilina G (800 Pg/ml, en matra-
ces), cedida por el Dr. A.L. Demain, del Instituto Tecno-
l6gico de Massachusetts (M.I.T.). Se han empleado, asimis-
mo, los mutantes npe U.L.1, npe U.L.2, npe U.L.3, npe U.L.4
Yy npe U.L.5, no productores de penicilinas, obtenidos en

nuestro departamento por J.M. Cantoral (Cantoral, 1983).

Bacillus subtilis ATCC 6633. Bacteria Gram-

positiva utilizada para la valoracidn, por bioensayo, de

penicilina G dada su gran sensibilidad a este antibidtico.

Micrococcus luteus ATCC 9341. Bacteria esférica

Gram-positiva utilizada para valorar isopenicilina N, anti

bidtico al que es mucho mds sensible que B. subtilis.

Escherichia c¢oli Ess. 22-31. Cocobacilo Gram-

negativo, supersensible a penicilina G. Se utiliza en 1la

valoracidn de microcantidades de penicilinas.



Fig. II.1. Colconia de P. chrysogenum crecido en medio sbélido

(SEED) .



II.2. Medios de cultivo

II.2.1. Medios de esporulacidn y mantenimiento

IT.2.1.1. Medio de esporulacidn utilizado para la cepa

Wisconsin 54-1255: Medio agar-patata

El medio estad compuesto por: Extracto de patata,
230 g.; glucosa, 20 g.; agar, 20 g.; agua destilada, c.s.p
1l litro.

Se esteriliza en autoclave a 1202C durante
30 minutos, tras lo cual se distribuye en tubos que se
dejan reposar ‘en posicidn inclinada. Posteriormente se
siembfan en estria a partir de esporas de la cepa mencio-
nada. Los tubos se incuban a 282C durante 8 dias y, a con-

tinuacidn, se pasan a un frigorifico a 4¢2C.

I1.2.1.2. Medio de esporulacidn utilizado para la cepa

AS-P-78: Medio PM-1

La composicidn del medio es la siguiente: SO,Cu.

5H,0, 0,001 g.; Cl

MgSO

Fe.6H,0, 0,003 g.; PO,H)K, 0,06 g.;

3 2 4

.7H,0, 0,05 g.; ClNa, 4 g.; bacto-peptona, 5 g.; 1li-

4 2
quido de maceracidn de maiz, 0,5 g.; lactosa, 5 g.; agua
destilada, c.s.p. 1 litro.

El pH del med%o se ajusta a 5,5 con H3PO4 y se
esteriliza en autoclave a 120eC durante 20 minutos. Se

distribuye en tubos inclinados como el medio anterior.

Tras la siembra de las esporas por la técnica de estria,



se incuba 8 dias a 28¢C y, a continuacidn, se conserva

a 4°C.

I1.2.1.3. Medio de esporulacidn y mantenimiento utilizado

para Bacillus subtilis: Medio Agar-comin

Este medio estd compuesto por: Peptona, 8 g.;
extracto de carne, 3 g.; agar, 20 g.; agua destilada, has-
ta 1 litro.

El pH del medio se ajusta a 7,2. Se esteriliza a
1202C durante 20 minutos y se distribuye en tubos inclina-
dos. Una vez solidificado, se siembran en estria y se in-
cuba durante 24 horas a 32°C. La conservacidn se hace a

4eC.

IT.2.1.4. Medio de mantenimiento y crecimiento de M. luteus

y E. coli: Medio TSA

La composicidn de esﬁe medio es la siguiente:
Peptona de caseina, 17 g.; peptona de soja, 3 g.; ClNa,
5 g.; PO4HK2, 2,5 g.; glucosa, 2,5 g.; agar, 20 g.; agua
destilada, hasta 1 litro.

El pH del medio se ajusta a 7,0 y se esteriliza
en autoclave a 1202C durante 20 minutos. Tras distribuirlo
en tubos inclinados, se siembra y se incuba 24 horas a
372C. La conservacidn se realiza a 4¢°C.

El cultivo de estos microorganismos en medio
liquido se llevd a cabo en medio TSB, cuya composicidn es

la misma que se menciona mé&s arriba, pero carece de agar.



I1.2.2. Medios de indculo y produccidn

El desarrollo completo de la fermentacidn para
la produccidn de penicilina requiere un crecimiento previo
del microorganismo (medio de indculo) y su posterior trans
ferencia a un medio de produccidén. El primero es un medio
en el cual-se inoculan directamente los conidios del micro
organismo objeto de estudio, y en el gque se obtiene un
gran desarrollo miceliar en cortos periodos de tiempo.
En el segundo, el crecimiento se atenfia, pero se potencia
la formacidn del antibidtico. Este medio puede ser, a su
vez, definido o complejo segin se conozca O no Su COmMPOSi-

cién cualitativa y cuantitativa.

IT.2.2.1. Medio complejo de indculo utilizado para la cepa

P. chrysogenum AS-P-78

La composicidn de este medio es la siguiente:
liquido de maceracidn de maiz, 20 g.; sacarosa, 20 g.;
destilados solubles de maiz, 20 g.; CO3Ca, 5 g.; agua des-
~tilada hasta 1 litro.

El pH del medio se ajusta é 5,7 éon NaOH, tras
lo cual se esteriliza en autoclave a 1202C durante 20 mi-

-nutos.

IT.2.2.2. Medio complejo de indculo utilizado para la cepa

P. chrysogenum Wisconsin 54-1255 y mutantes no

productores (npe U.L.)

Este medio estd compuesto por: liquido de mace-
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racién de maiz, 20 g.; CO3Ca, 5 g.; destilados solubles de
maiz, 20 g.; melaza de remolacha, 26 g.; agua destilada
hasta 1 litro.

El pH del medio se ajusta a 5,7 con NaOH y, a

continuacidn, se esteriliza en autoclave a 1202C durante

20 minutos.

IT.2.2.3. Medio complejo de fermentacidn utilizado para la

cepa P. chrysogenum AS-P-78

La composicidn del medio es la siguiente: Lacto-
sa, 50 g.; fenilacetato potasico (40%), 10 ml; SO4(NH4)2,
3 g.; CO3Ca, 5 g.; harina de algoddn (Farmamedia), 20 g.;
agua destilada hasta 1 litro.

El pH del medio se ajusta a 6,1 antes de esteri-
lizar en autoclave a 1202C durante 20 minutos. Previamente

a su utilizacidn, es preciso afiadir a cada matraz 3 ml

de aceite de ballena por cada 100 ml de medio.

I1.2.2.4. Medio complejo de produccidn utilizado para

P. chrysogenum Wis. 54-1255

Este medio est3d compuesto por: Liquido de mace-
racidén de maiz, 35 g.; lactosa, 55 g.; fenilacetato potéa-

sico, 2,5 g.; S8O,Mg.7H,0, 0,3 g.; CO,Ca, 10 g.; PO4H2K,

4 2 3
7 g.; aceite de malz, 2,5 g.; agua destilada hasta 1 litro.
La esterilizacidn se lleva a cabo en autoclave

a 120eC durante 20 minutos.



I1.2.2.5. Medio de suspensidn limitado en nitrdgeno

La composicidn de este medio es la siguiente:
Lactosa, 48 g.; fenilacetato potasico (10%), 16 ml.; tam-
pon fosfato 1 M, pH 7,0, 320 ml.; sales, 160 ml.; agua

destilada, 344 ml.

(3

La solucidn de sales estd compuesta (en g/l) por

Mg.7H,0, 2,5; SO,Fe.7H,0, 1,0; SO,Cu.5H,0;

PO4H2K, 30; SO4 2 4 2 4 2
SO4Zn.7H20, 0,2; SO4Na2, 5,0; SO4Mn.H20, 0,02; ClZCa.2H20,
0' 5.

El medio se esteriliza en autoclave a 1202C du-
rante 20 minutos. La lactosa se esteriliza por separado y
se afade antes de inocular el medio.

Este medio no posee fuente de nitrdgeno, motivo
por el cuai las células no crecen, aunque si producen pe-
nicilina; de ahi, que se utilice para estudiar procesos

metabdlicos tipicos de la idiofase (fase de produccidn).

IT1.2.2.6. Medio "Antibiotic" n2 5 (Difco) para la determi-

nacidén de antibidticos por bioensayo

La composicidn de este medio es la siguiente:
Extracto de carne, 15 g.; extracto de levadura, 3 g.; pep-
tona, 6 g.; agar, 15 g.; agua destilada, c.s.p. 1 litro.

Se esteriliza en autoclave a 1202C durante 20

minutos.

II.3. Mantenimiento de los cultivos

Penicillium chrysogenum AS-P-78 se mantuvo liofi




lizado. A partir de los 1lidfilos se sembraron tubos de
agar inclinado con medio PM-1, que fueron utilizados pos-
teriormente para inocular medios liquidos.

P. chrysogznum Wisconsin 54-1255 se mantuvo lio-

filizado o en tubos inclinados de medio agar-patata, rea-

lizdndose siembras periddicas para su conservacidn.

II.4. Produccidn de antibidtico. Desarrollo de la fermen-

tacidn

II.4.1. Indculo e incubacidn

Para la obtencidén de un indculo’ apropiado, se
siembran matraces de 250 ml que contienen 50 ml de medio
complejo de indculo con aproximadamente lO8 conidios de

P. chrysogenum por matraz. La incubacidn se lleva a cabo a

252C en un agitador orbital a 250 r.p.m. durante 36 horas
para la cepa AS-P-78 y 30 horas para Wisconsin 54-1255.
El micelio desarrollado durante este tiempo fue utilizado
para inocular el correspondiente medio de produccidn, uti-
lizdndose una proporcidn indculo/medio de cultivo del 5%
para la cepa AS-P-78 y del 10% para la cepa Wisconsin 54-

1255.

II1.4.2. Determinacidn del crecimiento

El crecimiento de las distintas cepas de P. chry-
sogenum se determind como peso seco del micelio desarrolla

do tal y como se indica a continuacidén. Se tomaron alicuo-



tas de 2 ml de la suspensidn a distintos tiempos de fermen
tacidn y se centrifugaron a 2.000xg durante 10 minutos.
El sobrenadante se utilizd para la determinacidn del pH
vy, previa dilucidn, para medir la concentracidén de antibid
tico producido a lo largo de la fermentacidn. El precipi-
tado se filtrd a través de filtros -de fibra de vidrio
(Whatman GF/C), previamente secados y pesédos. El micelio
asi obtenido se lavd en el filtro con HC1l 0,01 M repetidas
veces. A continuacidn, los filtros con el micelio se man-
tuvieron en estufa a 802C hasta peso constante.

Ei cfecimiento de los demds microorganismos (bac
terias) se determindé midiendo la turbidez de ius cultivos
en una espectrofotdmetro a 600 nm, y comparando los datos
con una recta patrdn que relacionaba la densidad Optica

con el nOmero de células.

II1.4.3. Preparacidén de un sistem¢ de células sin creci-

miento

Para preparar un sistema de células en reposo
(o células sin crecimiento), se sembraron conidios del
microorganismo deseado en medio de indculo. Al cabo del
tiempo especifico dé crecimiento de cada microorganismo,
la suspensidn miceliar formada se utilizd para inocular un
medio de produccidn. Tras incubar este Gltimo medio duran-
te el tiempo necesario, se recogid el micelio por filtra-
cién y se lavd con solucidn salina isotdnica estéril

(ClNa 0,9%) a fin de eliminar el antibidtico retenido por



el micelio. La masa miceliar asi obtenida es presionada
entre dos papeles de filtro para eliminar la solucidn sa-
lina residual, y se transfiere al medio de suspensidn li-
mitado en nitrogeno en una proporcidén de 1 g de peso seco
por cada 25 ml de medio. La incubacidn se realiza a 25°C

y 250 r.p.m. en un agitador orbital.

I1.4.4. Valoracidn de antibidticos por bioensayo

El fundamento de este método se basa en la inhi-
bicidn que los antibidticos ejercen sobre el crecimiento
de los microorganismos frente a los cuales son activos.
El grado de inhibicidn del crecimiento es directamente
proporcional a la concentracidén del antibidtico presente
en la solucidn a valorar (Cooper; 1972). La técnica utili-

zada se desarrolld en los siguientes pasos:

a) Crecimiento del microorganismo de ensayo: El microorga-
nismo utilizado para la valoracidn de penicilina G fue

Bacillus subtilis, el cual fue obtenido segln se expli-

ca en el apartado II.2. Para la valoracidn de isopenici-

lina N se utilizaron Micrococcus luteus y E. coli Ess,

crecidos en medio TSA e incubados en el medio de creci-

miento TSB, en el que se incubaron 24 horas a 372C y a
250 r.p.m.

b) Prepagééién de indculo: una suspensidén de células del
microorganismo de ensayo se utiliza como indculo de
las placasbde bioensayo, previo ajuste de su densidad

Optica hasta el valor de 1 (600 nm).



c) Realizacidn del bioensayo: Sobre discos de papel de

d)

6 mm de diametro (Whatman AA) colocados en la superfi-
cie de las placas de bioensayo, se depositaron alicuo-
tas de 10 & 20 Pl de filtrado obtenido a partir del
medio de fermentacidn. Simultaneamente, se prepararon
soluciones patrdn con distintas concentraciones del
antibidtico de referencia en agua y se distribuyeron
igualmente en discos de papel. Trés mantener las placas
3 horas a 4°C para permitir la difusidn del antibidtico,
éstas se transfirieron a una estufa de cultivo a 372C
para permitir el crecimiento del microorganismo y poder
comprobar lqs halos de inhibicidn.

Para poder depositar cantidades mayores de mues-
tra, se recurridé a la utilizacidn de pocilloé de 7 mm
de diadmetro realizados en el medio sdlido de la placa
de bioensayo. Con este procedimiento pueden utilizarse
volGmenes de muestra de hasta 70 Fl'
Cuantificacidn de la actividad microbiana: Los diame-
tros de los halos obtenidos segﬁn el proceso descrito
son directamente proporcionaleéb a los logaritmos de
las concentraciones de antibidtico en las muestras en-
sayadas. La concentracidn de antibidtico en la muestra
ensayada se determina por comparacidn con una recta
patrdn obtenida mediante la determinacidén de los halos
producidos por soluciones de antibidtico de concentra-

ciones conocidas.



Bacillus subtilis

Fig. II.2. Placd de bioensayo para la valcracidn de penicili-

na G empleando B. subtilis comc microorganismo in-

dicador.



-II.5. Técnicas para la caracterizacidn de los productos de

la actividad Y -glutamiltranspeptidasa

II.5.1. Cromatografia en capa fina

Las cromatografias se desarrollaron utilizando
como soporte Silicagel G-60 (Merck) dispuesto en placas de
vidrio de 200 x 200 x 0,25 mm. Los liquidos de desarrollo
utilizados fueron butanol:acético:agua (4:1:4) y butanol:
piridina:agua (1:1:1).

Los cromatogramas se desarrollaron a temperatura

ambiente. Una vez secos, se revelaron con ninhidrina-cadmio.

II.5.2. Electroforesis en capa fina

El soporte utilizado en este tipo de electrofo-
resis fue el mismo que en el epigrafe anterior. El método
seguido se ajustd al descrito por Séfgent y Vadlamudi
(1968), modificado por Lopez-Nieto (1984). Una vez deposi-
tadas las muestras a analizar, las placas fueron pulveri-
zadas con el fampén de electroforesis (piridina:acético:
agua, (1:10:135), pH 3.5, para muestras no oxidadas, y
acético:fdérmico:agua (10:1:39), pH 1,8, para muestras oxi-
dadas). El1 proceso se desarrolld a 600 voltios durante
3 horas utilizando una cubeta FBE-3000 (Pharmacia) refri-
gerada con agua, y una fuente de alimentacidn Vokam 2000-
300-150 {Shandon). Como colorante de referencia se usd

azul de Bromofenol.



IT.5.3. Aislamiento de los productos de reaccidn

Para aislar los productos de la reaccidn a par-
tir de las placas de cromatografia y electroforesis, se
procedid a un revelado parcial de las mismas, lo cual nos
indicaba la posicidn de ias muestras en las placas. Lag
zonas no reveladas que correspondian a las ocupadas por
las mueéLras problema fueron cuidadosamente raspadas, Y

su contenido extraido por disolucidn en &cido acético al

10%.

IT.5.4. Hidrdblisis y oxidacidn de las muestras

Dada la naturaleza peptidica de algunos de los
productos de la actividad estudiada, y, de cara a su iden-
tificacidén, se procedid a la hidrdlisis de los mismos a
fin de comprobar los compuestos que los integraban.

Los productos obtenidos mediante el proceso des-
crito en el epigrafe anterior se sometieron a hidrdlisis
dcida en HC1 6 N, a 150°C, durante 10 horas. Tras este
periodo de tiempo. Las muestras se enfriaron y se concen-
traron a sequedad.

Con el fin de poner en evidencia la presencia
de cisteina en las muestras a analizar, el residuo obteni-
do tras la hidrdlisis se sometid a la accidn de una mezcla
oxidante, cuya composicidn es acido fdrmico: acido perfdr-
mico (1:1 v/v). El &cido perfdrmico se prepard tratahdo'
acido fdormico (98%) con perdxido de hidrdgeno (30%) en

una proporcidén 9:1 (v/v). La mezcla se mantuvo a tempera-



tura ambiente durante 2 horas, tras lo cual se almacend
a -20°C hasta el momento de su utilizacidn.

La muestra a oxidar se resuspendid a 0,2 ml de
dcido formico y se enfrid en hielo. A este solucidn se
le aﬁaaiémun volumen igual de &acido perfdrmico y se mantu-
vo durante 5 horas a 42C. Tras este periodo de tiempo,
la soluéi@n se diluyd con agua destilada y se concentrd
a sequedad. El1 producto obtenido fue analizado por elec-

troforesis en capa fina a pH 1,8.

II.5.5. Revelado de aminoacidos y péptidos

Las placas de cromatografia y electroforesis,
una vez secas, eran pulverizadas con el revelador de amino
acidos y péptidos denominado ninhidrina-cadmio. Su compo-
sicidn es la siguiente:

- Solucidn A: Agua destilada, 100 ml; acetato de cadmio
1 g.; acido acético 50 ml.

- Solucidn B: Ninhidrina, 5 g.; acetona, 500 ml.

Para obtener el revelador se mezcla la solucidn
B con 75 ml de la solucidn A. Una vez pulverizada la placa
con el revelador a 702C durante 10 minutos para que se
desarrollen las manchas que dan reaccidn positiva al reve-

lador.

II.5.6. Método para la obtencidn de ¥ -glutamil-cisteina

El principio en el que se basa este método es la

hidrdlisis que la enzima carboxipeptidasa A realiza sobre



la molécula de glutatidén oxidado (dimero), reaccidn en
la que se generan el dipéptido 'X—glutamil—cisteina y el
aminoacido glicina.

El procedimiento que hemos seguido es el descri-

to por Strumeyer y Bloch (1962), modificado por Anderson

y Meister (1983).

El sustrato de la reaccidn (glutatidén oxidado)
es asequible comercialmente o puede ser preparado por reac
cidén lenta entre el glutatidn reducido y perdxido de hidrd
geno al 30%.

Un gramo de glutatidn oxidado se disuelve en
25 ml de agua y el pH se ajusta a 8,0 con NH4OH. A esta
solucidn se afiaden 50 mg de carboxipeptidasa A y, a conti-
nuacidén, se.incuban a 372C con agitacidn durante 8-10 ho-
ras. Al cabo de este periodo, la proteina forma un preci-
pitado floculento que se separa por adicidén de Super-Cel
a la solucidn y posterior filtrado a través de un filtro
Whatman No 50. El residuo retenido en el filtro se lava
con cuatro porciones de 2 ml de agua destilada. Los liqui-
dos de filtrado y lavado se mezclan y se les afiaden 10
10 mg de carboxipeptidasa A, continuandose la incubacidn
durante otras 12 horas. .

La enzima floculada es separada por filgracién.
El filtrado se pasa a través de una columna de 2,5 cm de
diémetro que contiene 25 ml de Dowex-1 en la forméﬁde for-
miato. La glicina se eluye con agua destilada hasta que

el ‘eluato es ninhidrina-negativo.



La ¥ -glutamil-cisteina (dimero) se eluye de
la columna con acido férmico 4 N hasta que el test de la
ninhidrina es negativo. La elucidén ha de realizarse en
una camara fria a 4°C. El1 dipéptido en forma de dimero
se obtiene por liofilizacidn del eluato.

’ La reduccidén del dipéptido a su forma de mondme-
ro se realiza disolviéndolo en una solucidn de ditiotrei-
tol 1 M que contiene EDTA a una concentracidén 1 mM (pH 8).
El conjunto se mantiene a 25°C durante 60 minutos para
gque la reduccidn se lleve a cabo. Tras este periodo, se
ajusta el pH de la solucidn a 2 con acido fdormico y se
extrae tres veces con 2 volimenes de acetato de etilo sa-
turado de agua. El mondmero de Y¥-glutamil-cisteina se

"obtiene evaporando a sequedad la fraccidn de acetato de

etilo conseguida.

{I.6. Obtencidn de extractos enzimaticos acelulares

El micelio desarrollado durante el cultivo de
los microorganismos qtilizados se recogid a distintos tiem
pos y se separd del medio de cultivo por filtracidn y su-
cesivés lavados con solucidn isotdnica de ClNa (0,9%).
El micelio asi obtenido se resuspendid en tampdn Tris-HCl
0,05 M, pH 8, en una proporcidn de un gramo de peso fresco
de micelio por cada 10 ml de tampdn. Esta suspensidn mice-
liar se utilizd para la obtencidn de extractos enzimiticos
acelulares, segiin los procedimientos que a continuacidn

se describen.



fue centrifugado a 20.000 xg durante 30 minutos a 4¢2C.
La fraccidn sobrenadante fue utilizada como extracto enzi-
midtico crudo en la determinacidn de la actividad enzimati-

ca.

IT.6.3. Tratamiento con n-butanol

El estudio que el n-butanol ejercia sobre la
obtencidn de extractos enzimaticos acelulares se 1llevd
a cabo segin el método descrito por Penefsky y Tzagoloff
(1971). Para ello, la suspensidn miceliar intacta o trata-
da por los métodos de desintegracidn celular anteriormente
citados, fue mezclada con n-butanocl a 4eC en una propor-
cién 1:1 (v/v) y, a continuacidn, sometida a agitacidn
en un agitador magnético durante 5 horas a 42C. Tras este
periodo, la mezcla se centrifugd a 20.000 xg durante 30
minutos a 42C y se procedid a colecta la fase acuosa (in-
ferior) por aspiracidn). Una vez obtenida ésta, se la so-
metid a didlisis durante 24 horas a fin de separar los
residuos de n-butanol. La fraccidn dializada resultante
se utilizd como "extracto enzimatico crudo (extraido con

butanol)" en la determinacidn de la actividad enzimatica.

IT1.6.4. Tratamiento con Tritdn X-100

Con el fin de estudio los efectos gque una sus-
tancia de accidén detergente y solubilizadora de membranas
podria tener sobre la obtencidn de extractos enzimiticos

acelulares, se sometieron la suspensidn miceliar intacta



y las obtenidas por los diversos tratamientos de desinte-
gracidn celular a lé accidn de Tritdn X en una concentra-
cidén del 2%. La mezcla se agitd mediante un agitador mag-
nético durante 5 horas a 4¢9C, periodo tras el cual se cen-
trifugd a 20.000 xg durante 30 minutos. El sobrenadante
se dializd durante 24 horas para eliminar el Tritén-x y
la fraccidn dializada se utilizd como extracto énzimatico

crudo para determinar la actividad enzimitica.

II.7. Valoracidn de la actividad X—glutamil transpeptidasa

IT.7.1 Ensayos de reaccidn

Para el estudio de la actividad enzimatica obje-
to del presente trabajo hemos utilizado, fundamentalmente,

dos ensayos de reaccidn:

A. El primero de ellos se basa en la formacidén de un
¥ -glutamil hidroxamato a partir de glutatidén, en pre-
sencia de hidroxilamina (Orlowski y Meister, 1965).
La composicidn de la mezcla de reaccidn fue la siguien-
te: Glﬁtatién 0,2 M, 100 pl; hidroxilamina 2 M (ajugta—

da a pH 8 con KOH), 100 Pl7 Tris-HC1 50 mM pH 8, 600 pl

~e

enzima, 200 pl. La reaccidn se incubd a 372C durante
periodos de ld—lS minutos, tras lo cual se pard con
reactivo de Cl3Fe (Cl3Fe, 0,37 M; acido tricloroacético
0,02 M, y HC1, 0,66 M). E1 ¥ -glutamil hidroxamato for-
mado durante lé reaccidn enzimatica da lugar a una reac

cidén coloreada con el reactivo de Cl3Fe. Dado que la



~intensidad del color originado es proporcional a 1la

concentracidén de ¥ -glutamil hidroxamato, se procedid a
la cuantificacidn de dicho compuesto por lectura de
absorbancia de la mezcla de reaccidn, utilizando un
espectofotdmetro a una longitud de onda de 540 mm (coe-
ficiente de extincidn molar del Y¥-glutamil hidro-
xamato = 340).

El segundo de los ensayos utilizados e basa en la for-
macién de p-nitroanilina a partir del compuesto L-§ -
glutamil-p-nitroanilida (Orlowski vy Meister, 1970).
Durante la reaccidén enzimatica, el resto §-glutamilo
de una molécula de 'K—glutamil—p—nitroalinida es trans-
ferido a otra molécula de ¥ -glutamil-p-nitroanilida, o
bien de otro aceptor coloéado previamente en el medio
de reaccidn, liberandose p-nitroanilina.

La solucidén utilizada como sustrato de la reac-
cidn estaba compuesta por: L- ¥ ~glutamil-p-nitroanilida
5,6 mM; Cleg, 11,1 mM, y Tris-HC1 110 mM, pH 9. La
mezcla de reaccidn se componia de 0,9 ml de la solucidn
de sustrato antes'reseﬁada y de 0,1 ml de enzima. El
conjunto se-lncubé durante 5 minutos a 37°C, tras 1lo
cual la reaccidn serd parada por adicidén de 2 ml de
dcido acético 1,5 N. La absorbancia de la p-nitroanili-
na formada era medida en un espectrofotdmetro a 410 nm
(goeficiente de extincidn molar de la p-nitroanilina =

8.800).



I7.7.2. Unidad enzimatica

Una unidad enzimdtica de Y -glutamil transpepti-
dasa se define como la cantidad de enzima capaz de produ-
cir 1 micromol de producto ( ¥-glutamil hidroxamato o
p-nitroanilina, segin el ensayo utilizado) por minuto.

II.7.3. Determinacidn de proteina

El contenido de proteina de los extractos utili-
zados se determind por el método de Lowry (Lowry et al.,
1951), empleando seroalbimina bovina como patrdén de refe-

rencia.

II.8. Purificacidn parcial de la actividad ¥ -glutamil

transpeptidasa

El proceso seguido para la obtencidn de extrac-
tos enzimaticos parcialmente purificados se desarrolld

en las etapas que a continuacidén se relacionan.

IT.8.1. Precipitacidn con sulfato -de protamina

El extracto enzimdtico crudo fue tratado con
una solucidn de sulfato de protamina disuelto en Tris-HC1
50 mM, pH 8. La concentracidn final en el extracto fue del
2%. La solucidn de sulfato de protamina se afiadid al ex-
tracto crudo en una proporcidn 1:10 (v/v) con agitacidn, y
a continuacidén se mantuvo en reposo durante 15 minutos.

Posteriormente, la mezcla se centrifugd a 20.000 xg duran-



te 30 minutos a 4°C. El sedimento obtenido, constituido
principalmente por acidos nucleicos, fue eliminado y el
sobrenadante se recogid y se mantuvo a 02C en un bafio de

hielo.

IT.8.2. Cromatografia de intercambio idnico

El sobrenadante obtenido en la etapa anterior
se aplicd a una columna cargada con DEAE-Sephacel (Pharma-
cia) (15 x 3 cm) equilibrado con Tris-HCl1 0,05 M, pH 8.
La actividad enzimdtica se encontrd en la fraccidén no re-
tenida en la columna a esta fuerza idnica. Dada la gran
cantidad de otras proteinas diferentes de la <K—glutamil
transpeptidasa gque quedaban unidas al DEAE, se aprovechd

esta caracteristica como etapa de purificacidn.

II.8.3. Precipitacidn con sulfato amdnico

Esta técnica se fundamenta en la disminucidn
de la solubilidad de las proteinas con el incremento de la
fuerza idnica de la solucidn en la que se encuentran. El
agenté precipitante mas empleado es el sulfato amdnico,
que fue el utilizado en nuestro trabajo.

La fraccidn obtenida tras el paso por la columna
de DEAE-Sephacel fue tratada con sulfato amdnico hasta
conseguir un grado de saturacidn del 55% (32,6 g/100 ml),
mientras la solucidn era agitada en bafio de hielo. Tras
dejar reposar 15 minutos, la solucidn se centrifugd a

20.000 xg durante 30 minutos, 42C. El precipitado se dese-



chdé y al sobrenadante se le afiadid sulfato amdnico hasta
una concentracidn final del 80% (16,1 g/100 ml). El ex-
tracto se centrifugd en las mismas condiciones que en el
caso anterior. El sobrenadante se desechd y el precipitado

fue resuspendido en 4 ml de Tris-HCl 0,05 M, pH 8.

II.8.4. Filtracidn en gel

La fraccidn proteica obtenida seglin se ha descri
to en el apartado anterior, fue aplicada a una columna
de Sephadex G-200, tipo "Fine" (Pharmacia) (60 x 2 cm).
Este gel es capaz de separar proteinas en funcidn del peso
molecular de las mismas, en un rango comprendido entre
10.000 y 600.000 Dalton. La columna fue equilibrada con
tampédn Tris-HCl 0,05 M, pH 8, y lavada con varios vol{me-
nes del mismo tampdn. El volumen muerto de la columna fue
determinado con una solucidn de azul dextrano. La columna
fue eluida con el mismo tampdn, con un flujo de 7 ml/h,
y conectada a un detector de proteina (Pharmacia UV-1l) y
a un colector de fracciones.

El volumen de cada fraccidn fue de 4,5 ml. Las
distintas fracciones obtenidas fueron utilizadas directa-
mente para la valoracidn de la actividad 'K—glutamil'trang
peptidasa, y las fracciones activas fueroﬁ reunidas y con-
servadas a -209°C hasta su utilizacidn.

Este mismo procedimiento de filtracidn en gel
fue utilizado también para determinar el peso molecular

de la enzima estudiada. Con esta finalidad, la columna



Micelio obtenido por filtracién (P. chrysogenum AS-P-78)

Resuspension en tampén (1 g de peso fresco/10 ml tampdn)

(Tris-HC1 0.05 M, pH 8)

Rotura mecanica (Braun) 2.5 min

\

Sedimento

5 h agitacidén magnética

Centrifugacién (20.000xg, 4°C, 30 min)
i .
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Centrifugacién (20.000xg, 42C, 30 min)
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Centrifugacién (20.000xg, 4°C, 30 min)
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Centrifugacidn
}

¢ ¢

Sobrenadante
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Fig. II.3. Esquema de obtencidn y purificacidn parcial
de 1la actividad Y-glutamil transpeptidasa

de P. chrysogenum AS-P-78.




fue calibrada utilizando soluciones de proteinas comercia-
les (Pharmacié) de peso molecular conocido (ribonucleasa
A, quimiotripsindgeno A, ovoalbimina, albimina, aldolasa,

catalasa y ferritina). El desarrolo de la columna fue rea-
lizado de forma similar a la descrita para el extracto
enzimidtico, estableciéndose una relacidh entre el volumen
de elucidén y el peso molecular de cada protéina. De esta
manera, conocido el volumen de elucidn de 1la 'B—glutamil
transpeptidasa, es posible determinar su peso molecular
por interpolacidn en la curva patrdn obtenida con los vo-

lGmenes de elucidn y los pesos moleculares de las prteinas

antes mencionadas.



RESULTADOS



ITI.1. Estudio de la cinética de produccidn de penicilina

de un cultivo de P. chrysogenum AS-=P-78

Antes de comenzar el estudio de la actividad
Y -glutamil transpeptidasa, es preciso dar algunos datos
acerca de la cinética de crecimiento de un cultivo de

P. chrysogenum AS-P-78, a fin de tener una serie de refe-

rencias con respecto a las cuales situar los parametros
de la actividad enzimatica estudiada.

En la figura IiI.l. se representan el crecimien-
to y la produccidn de antibidtico de un cultivo de P. chry-
sogenum AS-P-78 desarrollado- en un medio complejo de pro-
duccidn. Este medio se inocula con una pequefia cantidad
de micelio que, previamente, ha sido crecido en un medio
de indculo. El crecimiento del hongo en el medio de produc
cidén es paulatino, si bien es un poco mé&s rdpido durante
las primeras 24 horas de cultivo.

La produccidn de antibidtico es practicamente
nula durante las primeras 24 horas de cultivo (fase de
crecimiento rapido) y a partir de ese tiempo comienza a
aumentar, situdndose la_ mayor velocidad de produccidn en-
tre las 48 y 72 horas. Cuando el cultivo sobrepasa las
72 horas de desarrollo, la produccidn de antibidtico co-
mienza a declinar, y a partir de las 120 horas se puede
considerar que la cantidad de antibidtico presente en el
medio permanece estacionaria.

La cepa utilizada a lo largo de nuestro estudio

(P. chrysogenum AS-P-78), si bien no alcanza el rendimien-
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to de una cepa industrial, si puedevconsiderarse como una
cepa de alta produccidn. En cultivos en matraces en medio
complejo su produccidn se sitlla alrededor de 5.000 pg de
penicilina G/ml. Si se emplean medios de cultivo de compo-
sicidén definida su rendimientojdisminuye hasta 1llegar a
producir poco mas de 1000 pg/ml.

Durante el proceso de la fermentacidn el pH se
mantiene en valores cercanos a la neutralidad, con cifras
que oscilan entre 6,0 y 8,0. Son precisamente estos valo-

res los Optimos para la produccidn de penicilina.

III.2. Estudio de la actividad Y-glutamil transpeptidasa

III.2.1. Obtencidn de extractos acelulares

La primera etapa en el estudio de la actividad
enzimdtica que nos ocupa era la puesta a punto de un méto-
do que nos permitiera obtener extractos enzimaticos iibres_
de células lo mds activos posibles, y de forma repetitiva.

Teniendo en cuenta las evidencias que existian
sobre la presencia de la X-glutamil transpeptidasa ligada
a membranas celulares (Spater et al., 1983) y que la uti-
lizacidn de solventes orgdnicos y sustancias con propieda-
des detergentes proporcionaba buenos rendimientoé en la
obtencidén de extractos enzimaticos crudos (Orlowski y Meis
ter, 1965; Tate y Meister, 1975), hos decidimos a utilizar
estos procedimientos junto a los métodos de desintegracidn

miceliar por sonicacidn y por rotura mecanica.



La sonicacidén de 1la suspensidn miceliar de

P. chrysogenum AS-P-78 se realizd durante un tiempo total

de 4 minutos, periodo a partir del cual la actividad enzi-
matica permanecia constante o con tendencia a disminuir.
El tiempo Optimo de sonicacidn era ligeramente inferior

para P. chrysogenum Wisconsin 54-1255 y mutantes no pro-

ductores (unos 3 minutos), diferencia que tal vez sea oca-
sionada por la distinta constitucidn de la pared celular
de las cepas ensayadas.

La rotura del micelio mediante el desintegrador
mecanico (Braun) era Optima para un tiempo de 2,5 minutos.
La actividad conseguida en este proceso era ligeramente
superior a la obtenida por sonicacidn.

El tratamiento con n-butanol del micelio desin-
tegrado proporciond crudos con una actividad doble que
en el tratamiento por sonicacidn o por rotura mecanica.

Sin embargo, el tratamiento del micelio desinte-
grado con el detergente Triton-X fue el que condujo a la
obtencién de crudos enzimadticos mé&s activos (Tabla III.1l),
con una actividad total unas tres veces superior a la del
micelio sonicado o tratado por rotura mecanica. Asi pues,
éste Gltimo fue el método empleado por nosotros para la
obtencidén de extractos enzimidticos crudos.

El efecto drastico que producen la adicidn de
un solvente organico como el n-butanol y, sobre todo, la
de un detergente (Triton-X) sobre la actividad de los ex-
tractos enzimdticos crudos parece indicar que la enzima

X—glutamil transpeptidasa se halla asociada a algln tipo



Método empleado

¥-glutamil transpeptidasa
(mU/mg proteina)

Rendimiento

relativo (%)

Sonicacidn

Sonicacidén + n-butanol
Sonicacidén + Tritén-X
Rotura mecanica

Rotura mecanica + n-butanol

Rotura mecanica + Tritdon-X

H

27
60
80
32
72

90

30
67
89
36
79

100

Tabla III.l. Rendimientos obtenidos en los distintos métodos utiliza-

dos para la obtencidn de extractos acelulares con activi

dad ¥-glutamil transpeptidasa.




de estructuras mediante uniones que son rotas por la accidn
de dichas sustancias. Es posible, pues, que en P. chryso-
genum, al igual que ocurre en otras especies, esta enzima
se halle 1ligada a estructuras tipo membrana celular de
las que es liberada por tratamiento con agentes solubili-

zantes de dichas estructuras.

III.2.2. Valoracidn de la actividad Y-glutamil transpepti-

dasa de P. chrysogenum AS-P-78 a lo largo de la

fermentacidn

La actividad XFglutamil transpeptidasa se en-
cuentra presente en las primeras 48 horas de cultivo en
unos niveles de actividad especifica uniformes, los cuales
sufren un aumento considerable entre las 48 y las 72 horas
de fermentacidn, descendiendo ligeramente entre las 72 y
las 120 horas de cultivo.

Como se aprecia en la figura III.2, el aumento
de la actividad xﬁglutamil transpeptidasa coincide con
la etapa de mayor velocidad de produccidn de penicilina,
es decir, entre las 48 y 72 horas de fermentacidn.

Si bien a tiempo 0 de fermentacidn no existe
desarrollo miceliar, se ha optado por representar en la
grafica la actividad enzimatica correspondiente al micelio
empleado como indculo (ver capitulo II: Materiales y Méto-
dos).

De acuerdo con los resultados mencionados se

empled micelio de 72 horas de crecimiento para la obten-
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cidn de extractos enzimdticos crudos y para posteriores

procesos de purificacidn.

ITI.2.3. Influencia del pH sobre la actividad X—glutamil

transpeptidasa

El pH es un factor que afecta decisivamente a
la actividad enzimdtica. La determinacidn del pH &ptimo
de la enzima constituye, pues, en uno de los puntos basi-
cos de cualquier estudio sobre cinética enzimética.

La determinacidn del pH oOptimo de la actividad
X—glutamil transpeptidasa se llevd a cabo previa dialisis
del extracto enzimdtico frente a agua destilada, con el
fin de eliminar el tampdn de rotura . La actividad enziméa-
tica se midid empleando las dos reacciones que para el
ensayo de esta enzima se describen en el capitulo II (Ma-
teriales y Métodos), con la salvedad de que el tampdn em-
pleado para el ensayo de lé reaccidn era sustituido por
los tampones que se describen mas adelante.

Para cubrir el amplio rango de pH en el cual
se desarrolla esta actividad enzimatica, se wutilizaron
las siguientes soluciones tampdn: citrato-fosfato para
los valores de pH 5, 5.5, 6 y 6.5; MOPS para los valores
de pH 6, 6.5, 7, 7.5 y 8; y Tris-HCl para los valores de
pH 7, 7.5, 8; 8.5, 9, 9.5 y 10. La concentracidén final
de todos ellos en la mezcla de reaccidn fue de 50 mM.

Como se desprende de la figura III.3, la activi-

dad de la enzima Y-glutamil transpeptidasa comienza a
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ser detectable a partir de pH 5.5, y se extiende hasta
valores de pH tan elevados como 10, e incluso superiores.
El rango de actividad Optima en nuestros ensayos se extien
de de manera casi uniforme entre pH 7.5 y 9, lo cual coin-
cide con los pH Optimos para esta misma actividad en dis-
tintas eépecies (Curthoys y Kuhlenschmidt, 1975; Orlowsky
y Meister, 1965). ' )

El hecho de que la actividad de esta enzima se
desarrolle con preferencia a pH moderadamente alcalino
puede tener algunas consecuencias de cara al funcionamien-
to de dicha actividad durante los procesos de fermentacidn,
ya que, como hemos comentado anteriormente, son los valo-

res de pH cercanos a la neutralidad los que favorecen el

maximo desarrollo de la produccidn de penicilina.

I1I1.2.4. Influencia de la temperatura sobre la actividad

enzimitica

El efecto de la temperatura sobre la velocidad
de las reacciones enzimaticas se debe, por una parte, a
la modificacién de la energia cinética de las moléculas
reaccionantes, lo que se traduce en una variacidén de la
velocidad de reaccidn, y por otra a la desnaturalizacidn
y a las altas temperaturas de las moléculas de la enzima.

Para estudiar el efecto que la temperatura podia
ejercer sobre la actividad Y-glutamil transpeptidasa de

P. chrysogenum AS-P-~78, se realizaron mediciones de dicha

actividad a lo largo de un rango de temperaturas que se



extendia entre 0 y 552C, tomando intervalos de 52C.

Los resultados de dicho estudio se pueden visua-
lizar en la figura III.4. En ella observamos cdmo la acti-
vidad enzimdtica ensayada se hace ya detectable a tempera-
turas tan bajas como 102C. La temperatura Optima paraméfw“
estudio de esta enzima se establéce, casi sin diferencias,
entre los valores de 30 y 40eC. A partir de 402C, la acti;;
vidad decae sensiblemente con el aumento de temperatura
hasta llegar a ser apenas mensurable a la temperatura de
552C. El hecho de que la enzima conserve actividad a tem-
peraturas superiores a 502C es consistente con los resul-
tados encontrados con esta misma actividad cuando se estu-
did en otras especies. Orlowski y Meister (1965) encontra-
ron una dJgran resistencia a la temperatura por parte de
la Y-glutamil transpeptidasa de rifidn de rana, muy parti-
cularmente si el ensayo se realizaba en presencia de glu-
tatidén, caso en el cual dicha termorresistencia se acerca-
ba a limites sorprendentes.

En P. chrysogenum la actividad Y-glutamil trans

peptidasa tiene una temperatura Optima de actuacidn "in

vitro" (30-4092C) que es superior a la temperatura de ma-
xima produccidn de antibidticos (252C), si bien a esta

Gltima temperatura dicha actividad enzimidtica estd muy

cerca del rango considerado como més favorable.
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III.2.5. Influencia del tiempo de incubacidn sobre la ac-

tividad enzimatica

El estudio del efecto que el tiempo de incuba-
cidén de una rgaccién tiene sobre la actividad de una enzi-
ma es un factor de gran trascendencia a la hora de delimi-
tar las condiciones de actuacidn de dicha actividad y fi-
jar pardmetros definitorios de las caracteristicas de la
enzima, tales como la actividad especifica.

Al igual gque en el resto de los apartados de
este estudio, sé‘emplearon las dos reacciones descritas
en el capitulo II (Materiales y Métodos), empleando dife-
rentes tiempos de reacciodn.

La zona en la cual la formacidén de producto de
' la reaccidn aﬁmenta linealmente con el tiempo se estable-
cié en los primeros 5 minutos de reaccidn utilizando

Y-glutamil-p-nitroanilida como sustrato, vy 7: minutos
de reaccidn utilizando glutatidn, diferencia gue puede
deberse al método de medida de la reaccidn empleado en
cada caso, ademds de a la diferencia de afinidad de 1la
enzima por cada uno de los dos sustratos. Tiempos superio-
res a 30 minutos generalmente no suponian aumento sensible
de la actividad de la enzima (Fig. III-5).

Los tiempos Optimos de ensayo encontrados para

la ¥-glutamil transpeptidasa de P. chrysogenum As-P-78

coinciden con los encontrados para la misma actividad en
las diferentes especies estudiadas previamente por otros
autores (Orlowski y Meister, 19655 Curthoys y Kuhlenschmidt,

1975).
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III.2.6. Influencia de la concentracidn de proteina sobre

la actividad enzimatica

El efecto que la concentracidn de proteina ejer-
ce sobre la actividad enzimatica se determind empleando
mezclas de reaccidn con concentraciones crecientes de pro-

teina.
)

Dado que para realizar los ensayos citados nece-
sitabamos partir de soluciones enzimidticas de concentra-
ciones proteina relativamente elevadas, y que era preciso
contar con un grado de purificacidn enzimdtica lo més alto
posible, hubimos de recurrir a concentrar las fracciones
gque obteniamos en la ltima etapa del proceso de purifica-
cidén de la )¥-glutamil transpeptidasa; dichas fracciones
eran las correspondientes a la fase de purificacidn por
filtracidn en gel (Sephadex G-200). Las fracciones obte-
nidas mediante este procedimeinto tenian una concentracidn
de proteina que oscilaba alrededor de 1 mg/ml. Era, pues,
necesario concentrarlas de 10 a 20 veces.

Para proceder a esta concentracidn, las fraccio-
nes obtenidas tras el paso por la columna fueron deposita-
das en el interior de una membrana de didlisis, la cual
una vez cerrada, fue sometida a la accidn higroscdpica
de una cantidad apropiada de polietilenglicol de alto peso
molecular (PEG 20.000, SIGMA Chem. Co.). Transcurrido el
tiempo necesario para la concentracidn, la membrana de
dialisis fue lavado convenientemente con agua destilada
y se procedid a la extraccidn, de su interior, de la solu-

cidn enzimatica concentrada.



En la realizacidn de los ensayos se utilizd como
sustrato el glutatidn, a una concentracidn final de 30 mM.
Esta concentracidn es superior a la méxima concentracidn

fisioldgica de glutatidn encontrada en un ser vivo en con-

"~ Tdiciones de desarrollo normales (aproximadamente 10 mM),

a fin de que el sustrato no fuese un factor limitante para
i;}a reacciodn.

Como se aprecia en la figura III-6, la relacidn
entre actividad especifica y concentracidén de proteina en
la reaccidén es lineal hasta un valor de proteina de 2 mg/ml.
A partir de esa cifra, la relacidn existente se desplaza
en detrimento de la actividad especifica, ya que a aumen-
tos en la concentracidn de proteina de la mezcla de reac-
cidén no corresponden aumentos proporcionales en la activi-

dad de la enzima.

II1.2.7. Influencia ejercida por diversos iones sobre la

actividad enzimatica.

Los ensayos realizados para comprobar el efecto
que distintos iones podrian ejercer sobre la actividad
¥-glutamil transpeptidasa se llevaron a cabo segin el
procedimiento descrito anteéiormente (capitulb‘\lg), con
la salvedad de que el tampdn era sustituido parcialmente

por una solucidn en el tampdn del idn a ensayar.

~

Los resultados obtenidos en este estudio corro-
boraron la casi nula influencia que iones de diversa natu-

raleza ejercen sobre la actividad ensayada, y que es una
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constante que se repite a lo largo de toda‘la bibliografia
que sobre dicho tema hemos podido consultar.

| Se ensayaron los siguientes aniones: sulfato,
sulfito, nitrato, nitrito, bromuro, cloruro, ioduro, fluo-
ruro, fosfatos mono y dibasico, borato, arseniato, aceta-
to, carbonato y bicarbonato. Todos ellos se estudiaron
en concentraciones crecientes hasta un limite de 20 mM, y
en ninguno de los casos se observaron desviaciones en la
actividad especifica de la enzima que pudieran ser consi-
deradas significativas.

Los cationes utilizados en los ensayos se rese-
fan en la tabla III-2. en ella observamos que, al igual
que ocurre con los aniones, los efectos de la adicidn de
cationes al medio de reaccidn son nulos en la mayor parte
de los casos probados. Unicamente para concentraciones
de Mg++ y ca®™ entre 1 y 5 mM se encontrd un ligero incre-
mento de la actividad X—glutamil transpeptidasa, equiva-
lente a un 10% sobre la actividad de la mezcla control
sin dichos cationes. Esta diferencia, si bien no es cuan-
titativamente muy importante, coincide cualitativamente
con la obsérvacién de Orlowski y Meister (1965), los cua-
les describen una estimulacidn por Mg++ de un 30% en las
reacciones de esta enzima que utilizan sustratos sintéti-
cos tipo Y§-glutamil-p-nitroanilida, aunque dicha estimu-
lacién no se produce cuando se utiliza glutatidn como sus-
trato.

En nuestros ensayos, los cationes se afiadieron

al medio de reaccidn en concentraciones crecientes hasta



Catidn afiadido Aumento de la actividad
(5 mM) enzimatica (%)
Control 0
Cd++ : . ) 0
Mn++ 0
Mg++ 0
Zn++ 0
Na++ )

K* 0
Mgt 10
ca™t 10
Fe++ 0
Cu++ 0

Tabla III.2. Efecto de la adicidn de diversos cationes al
medio de reaccidn sobre la actividad }Y-gluta-

mil transpeptidasa.



un maximo de 20 mM. Los aniones correspondientes fueron
cloruros, sulfatos o acetatos, los cuales, como ya se vid
previamente, no ejercen ningdn efecto sobre la actividad

enzimatica estudiada.

I11.2.8. Estudio de la adicidn a la mezcla de reaccidn

de diversos aceptores del resto Y-glutamilo

Durante las reacciones catalizadas por la enzima
¥-glutamil transpeptidasa, el grupo Y-glutamilo del sus-
trato (glutatidn, glutamil-cisteina, etc.) es transferido
a un aceptor presente en el medio de reaccidn (aminoacidos
hidroxilamina, etc.). La capacidad de los distintos acep-
tores para recibir el resto Y¥-glutamilo es diferente,
y depende directamente de sus caracteristicas moleculares
intrinsecas (disposicidn atdmica, distribucidén de cargas
en la molécula, etc.).

Los aceptores fueron en su mayor parte aminoaci-
dos, aunque también se incluyeron.algﬁnos anidlogos de ami-
nodcidos y sustancias relacionadas con los mismos. Todos
ellos se afladieron al medio de reaccidn en una concentra-
cidén final de 20 mM, si bien los mas insolubles (fenilala-
nina, tirosina) se emplearon en condiciones de saturacidn.

El método empleado para cuantificar el efecto
de cada aceptor sobre la actividad enzimatica fue la medi-
da de la liberacidén de p-nitroanilina en la reacéién que
emplea K—glutamil-p-nitroanilida como sustrato (capitulo
II). Los mejores aceptores del resto K—glutamilo producen

un aumento en la liberacidn de p-nitroanilina con respecto



a los demds y al propio control que emplea §-glutamil
p-nitroanilida como donador y como aceptor del resto
¥-glutamilo.

Como se aprecia en la tabla III-3, los compues-
tos que se comportan‘ como mejores aceptores del resto
| ¥-glutamilo son los aminocdcidos de cardcter neutro y con
cadena lineal (Lfmetionina, L-alanina, L-serina, L-gluta-
mina). Los aminodcidos muy polares (L-glutamico, L-aspar-
tico) o aquellos que poseen grupos aromaticos en su estruc
tura (L-tirosina, L-triptdfano) no presentan especiales
cualidades como aceptores del resto JY-glutamilo.

Es de hacer notar que el aminodcido L-cisteina
se comporta como un excelente aceptor del resto J¥-gluta-
milo, lo cual es interésante dado gque dicho aminodcido
se comporta como sustrato aceptor fisioldgico de la enzima

¥-glutamil transpeptidasa, reaccidn en la cual se origina
el dipéptido Y-glutamil-cisteina; este dipéptido se in-
corpora al ciclo del Y-glutamilo como sustrato de la en-

zima glutatidn sintetasa (Griffith et al., 1981).

III.2.9. Estudio de la relacidn entre la actividad ¥-glu-

tamil transpeptidasa y algunos de los compuestos

mas relevantes de 1la ruta biosintética de las

penicilinas

Con el objeto de determinar una posible interac-
cidén entre la actividad estudiada y algunos de los inter-

mediarios de la ruta biosintética de las penicilinas, se



Actividad relativa
Aceptor |¥-glutamil transpeptidasa (%)

¥ -glutamil-p-nitroanilida 100
L-isoleucina 101
L-« ~aminoadipico 100
L-metionina 123
L-aspartico 100
‘glicina . 100
L-treonina N 103
L-triptofano 100
L-asparragina 111
L-prolina 104
L-leucina 118
L-tirosina 100
L-valina 117
L-cisteina 126
L-alanina 116
L-serina 121
L-glutamico 100
L-lisina 101
L-histidina 100
L-homoserina 102
L-fenilalanina 100
L-glutamina " 119
p-aminobenzoico 100

Tabla III.3. Utilizacidn comparativa de diversos aceptores
del resto Y-glutamilo por la ¥ -glutamil trans

peptidasa de P. chrysogenum AS-P-78.
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hicieron los estudios que se detallan en los parrafos si-
- guientes.

A fin de determinar si la actividad de la enzima
¥ -glutamil transpeptidasa podia hacerse extensiva a res-
tos de aminodcidos que tan sdlo difirieran en un atomo de
carbono con respecto al acido glutamico (como es el caso
del 4dcido <«-aminoadipico) se incubaron extractos enzima-
ticos activos en presencia del tripéptido ACV y de isope-
nicilina N. No se detectd actividad de la enzima sobre
ninguna de las dos sustancias. En el caso del ACV no se
encontrd formacidén de K -aminoadipil-hidroxamato, como
habria sucedido en el caso de que se hubiera producido
reaccidn; tampoco se observd formacidn de o -aminoadipil
cisteina al hacer electroforesis de muestras obtenidas
de una incubacidn con ACV en presencia de cisteina. En
lo que concierne a la isopenicilina N tampoco se observa-
ron en su mqlécula cambios detectables por cromatografia
ni por variaciones en su actividad antibidtica (bioensayo)
lo cual habria sucedido en el caso de que la reaccidn de
transpeptidizacién se hubiera producido.

Se estudidé, asimismo, la posibilidad de que el
nicleo de la penicilina (el &cido 6-aminopeniciléanico) se
comportara como aceptor del resto Y-glutamilo del gluta-
tidén, en presencia de la enzima ¥-glutamil transpeptidasa
Este hecho era posible dado que el 6-APA posee en su molé-
cula un grupo amino libre, el cual es susceptible de reac-
cidn con el resto JY-glutamilo generado a partir del glu-

tatidén. Los resultados en este sentido fueron negativos,
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pues no se detectd incorporacidn de un resto Y-glutamilo
al 6-APA, ni mediante técnicas de hidrdlisis ni por varia-
cidn en la actividad antibidtica de-este intermediario.
Por Qltimo, comprobamos el efecto que ACV, iso-
penicilina N, 6-APA y penicilina G tenian sobre la activi-
dad enzimdtica. Para ello, estos compuestos se afladieron
al medio de reaccidn en una concentracidén final superior
a la fisioldgica: ACV, 2 mM, isopenicilina N, 2 mM; 6-APA,
2 mM, y penicilina G, 1 mg/ml. En ninguno de los casos
citados se produjeron diferencias sensibles en la activi-
dad Y-glutamil transpeptidasa con respecto a los contro-

les sin dichas sustancias.

I1II.2.10. Efecto de la glucosa sobre la actividad enzimi-

tica

La adicidn de glucosa a un cultivo de P. chryso-
genum en un medio de produccidn, tiene como consecuencia
la inhibicién de la produccidn de penicilina mientras la
glucosa se encuentra en el medio de cultivo. Una vez ésta
es consumida, la produccidn del antibidtico se reanuda
en condiciones normales.

Este efecto, conocido como regulacidén catabdlica
por carbono (Magasanik, 1961; Revilla et al., 1981), se
explica por una accidn represora de algin metabolito de
la glucosa sobre las enzimas de la ruta biosintética de
las penicilinas (Martin et al., 1982; Revilla, 1983; Revi-

lla et al., 1984).



- 103 -

En la figura III-7 se observa la incidencia gque
la adicidn de glucosa a tiempo cero (en el momento de ino-
culacidn) al medio de produccidn, a una concentracidn fi-
nal del 2,5% (140 mM), tiene sobre la actividad enzimatica

Y¥-glutamil transpeptidasa. En un medio de produccidn nor-
mal (con lactosg como fuente de carbono), la actividad
enzimdtica Y-glutamil t;anspeptidasa es maxima a las 72
horas de fermentacidén. Si el medio de cultivo ha sido su-
plementado con glucosa (2,5%), la actividad Y-glutamil
transpeptidasa aumenta rapidamente durante las primeras
24 horas de cultivo, tiempo a partir del cuai disminuye
lentamente, para estabilizarse a partir de las 72 horas
de fermentacidn.

El efecto que la glucosa ejerce sobre esta acti-
vidad enzimatica se produce exclusivamente "in vivo", ya
que la adicidén de esta sustancia a una mezcla de reaécién
"in vitro" no supone variacidén alguna en la actividad
¥-glutamil transpeptidasa.

La explicacidn del gran aumento que la actividad
enzimidtica estudiada sufre durante las primeras 24 horas
de cultivo en presencia de glucosa, tal vez se encuentre
en la estimulacidn del metabolismo primario que dicho azl-
car induce en el hongo. Cuando la glucosa es consumida
(48-72 horas) los niveles de actividad especifica se esta-

bilizan en valores inferiores a los iniciales.
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III.2.11. Purificacidn parcial de la actividad Y-glutamil

transpeptidasa

Las etapas seguidas para el proceso de purifi-
cacidén parcial de la actividadM frglutamil transpeptidasa
se han descrito en el capitulo II (Materiales y Métodos),
y los resultados obtenidos en cada una de ellas se han
recogido en la Tabla III-4. ) |

El proceso seguido consistid en sucesivos trata-
mientos con sulfato de protamina, DEAE-Sephacel, sulfato
aménico (55-80%) y, por ultimo, filtracidn en columna de
Sephadex G-200. El grado méximo de purificacidén de esta

actividad fue de 27,7 veces.

IIT.2.12. Determinacidn del peso molecular de la actividad

Y-glutamil transpeptidasa

El peso molecular de la actividad ¥ -glutamil

transpeptidasa de P. chrysogenum AS-P-78 se determind por

el procedimiento de filtracidn en columna de gel Sephadex
G-200, segln se detalla en el capitulo II de este trabajo
(Materiales y Métodos). La muestra que se utilizd en dicho
proceso provenia de un extracto enzimatico tratado con
sulfato amdnico (fraccidn 55-80%). La elucidén se 1llevd
a cabo empleando Tampdn Tris-HCl, 0,05 M, pH 8.

La actividad K—glutamil transpeptidasa se detec
td en la fraccidn 13, equivalente a un volumen de elucidn
de 77.9 ml. El1 valor V /VO obtenido\para dicha actividad
fué 1,56 y el de Kav 0,30. Este valor se obtiene mediante

la siguiente foérmula:



VOLUITEN | CONCENTRACION DE| PROTEINA | ACTIVIDAD | ACTIVIDAD PURIFICACIO!
() | PROTEINA (we/mL)| TOTAL (me) | TOTAL (U) | ESPECIFICA (U/me) |  (VECES)
1. EXTRACTO CRUDO 100 9.6 960 86,4 0.09
2. SULFATO DE PROTANIHA 121 5,2 629.2 71 0,11 1.25
3. DEAE-SEPHACEL 137 1.3 178.1 60 0.33 3,74
i, S04(NHy)o 55-80% 4 6.2 24,8 27 1.1 12,2
5. FILTRACION SEPHADEX 6-200| 9 0.7 6.3 15,7 2.5 27,7

TABLA,I11,4,E5QUEMA DE PURIFICACION DE LA ACTIVIDAD Y¥-GLUTAMIL TRANSPEPTIDASA DE P, CcHRYSOGEmUM AS-P-78,
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Donde V_: Volumen de elucidn
V.: Volumen de elucidn para el azul dextrano

V,: Volumen total del gel

Representantes de los valores de K, frente a
los logaritmos de los pesos moleculares de las proteinas
utilizadas para la calibracidn, se obtiene la recta patrdn
que se representa en la fiéura IiI—B. Llevando a esta rec-
ta el valor de KAV hallado para la actividad ¥-glutamil
transpeptidasa, resulta un valor de peso molecular aproxi-
mado de 180.000 para dicha actividad enzimatica. Este va-

lor es semejante al encontrado para esta actividad en ri-

fién de rata y rifion de cerdo (Tate y Meister, 1975).

IIT.2.13. Actividad de la Y -glutamil transpeptidasa con

respecto a varios sustrato. Influencia de la

concentracién de glutatidén sobre la actividad

enzimatica

La enzima Y-glutamil transpeptidasa se muestra
activa hacia un gran nlmero de }Y-glutamil derivados de
aminodcidos y péptidos. Esta baja especificidad por el
sustrato nos 1llevdé a ensayar varios de ellos, empleando
la reaccidén de formacidén de Y-glutamil hidroxamato des-
crita previamente (capitulo II).

Se utilizd un sustrato artificial: Y¥-glutamil-

0

p-nitroanilida, y cuatro sustratos gque se encuentran en



Loc Pm

Gel utilizado: Sephadex G-200
1. Ribonucleasa A

2. Quimotripsindgeno A

3. Ovoalbimina

4. AlbtUmina

5. Aldolasa

6. Catalasa

7. Ferritina

E- ¥-glutamiltranspeptidasa

Pm: 180.000

Fig. III.8. Recta de calibracidn y peso molecular obtenido
para la actividad X—glutamil transpeptidasa de

P. chrysogenum AS-P-78.
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el medio celular de forma permanente, si bien en concen-
traciones diversas. Todos ellos se utilizaron a la misma
concentracidn (5 mM) en estos experimentos.

En la Tabla III-5 se representan las actividades
relativas de la {-glutamil transpeptidasa hacia cada uno
de dichos sustratos, tomando como punto de referencig la
actividad hacia el glutatidn (mondmero), ya que fue con
este sustrato con el que la enzima ensayada se mostrd mas
activa. Este hecho no es de extrafiar, ya que el glutatién
es el sustrato natural mayoritario de la {f-glutamil trans
peptidasa. Por el contrario, el glutatidn en su forma di-
mera se mostrd practicamente inactivo como sustrato.

Las dos formas del compuesto Y-glutamil-cistei-
na se comportaron como buenos sustratos de la enzima, es-
peciaimente el mondmero. Por altimo, la Y¥-glutamil-p-
nitroanilida actud como sustrato de la Y¥-glutamil trans-
peptidasa con una eficiencia de aproximadamente la mitad
que la del glutatidn (mondmero).

Para estudiar la influencia gue la concentracidn
de sustrato ejerce sobre la actividad elegimos el gluta-
' tidn como iddneo en su doble faceta de sustrato natural
y de sustrato mas activo de los ensayados.

Como se observa en la figura III-9, la velocidad
de reaccidn se incrementa con la concentracidn del sustra-
to hasta que ésta alcanza valores de 15 mM, cifra por en-
zima de la cual la velocidad permanece invariablé (repre-

sentacidn de Dixon). Empleando la representacidn de Line-



SUSTRATO

-ACTIVIDAD RELATIVA

(Glutatidn mondmero:100)

¥-glutamil-p-nitroanilida
Y-glutamil-cisteina (mondémero)
J-glutamil-cisteina (dimero)
Glutatidn (dimero)

Glutatidn (mondmero)

47

80

63

100

Tabla IIX.S5. Actividad comparada de los diversos compuestos

utilizados como sustratos de la actividad X-glg

tamil transpeptidasa.
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- 112 -

weaver y Burk, se obtiene un valor de Km aparente para

el glutatidn de 2 mM.

IT1.2.14. Estabilidad de la Y-glutamil transpeptidasa

La enzima X¥glutamil transpeptidasa ha mostrado
a lo iargg del presente trabajo una gran estabilidad, lo
cual ha facilitado sobremanera todas las tareas concernien
tes a su manipulacidn y almacenamiento.

Los extractos enzimdticos obtenidos pbr rotura
mecanica eran almacenados a -202C durante varios meses
sin pérdida detectable de su actividad, adn en ausencia
de inhibidores de proteasas (PMSF) y agentes reductores
(DTT). Las soluciones enzimaticas procedentes de las diver
sas etapas seguidas' durante el proceso de purificacidn
parcial de la ¥-glutamil transpeptidasa, eran también
almacenadas a =-209C con pérdidas en su actividad que ape-
nas sobrepasaban el 10% de la actividad original.

La enzima estudiada mostrd, igualmente, una gran
estabilidad frente a los cambios de  temperatura. La conge-
lacidn y descongelacidn repetida de los extractos enziméa-
ticos no afectaba de forma importante a la actividad enzi-
matica, la cual se maqtenia en unos niveles similares a

los iniciales.

IIT.2.15. Valoracidén de los niveles de Y-glutamil trans-

peptidasa en diferentes microorganismos

Si bien la cepa utilizada a lo largo de este
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trabajo ha sido la cepa de alta produccidén de penicilina

en P. chrysogenum AS-P-78, hemos empleado otra cepa de

produccidn media (P. chrysogenum 54-1255) y algunos mutan-

tes no productores de penicilinas obtenidos en nuestro
laboratorio (npe 1, 2, 3, 4 y 5), con objeto de comparar
los niveles de 1la actividad [-glutamil tranépeptidasa
en cepas con diferente capacidad de produccidn de antibié;
ticos.

Los resultados obtenidos (Tabla III-6) muestran
muy poca variacidn en los niveles enzimaticos de la acti-
vidad Y-glutamil transpeptidasa de los distintos microor-
ganismos ensayados. A la vista de los resultados menciona-
dos no es posible establecer una relacidén directa entré
la produccidén de penicilina y la actividad }-glutamil

transpeptidasa para las cepas ensayadas.

II1.2.16. Estudio de la inhibicidn por serina-borato de

la actividad Y¥-glutamil transpeptidasa. Efecto

de la inhibicidn "in vivo" sobre la produccidn

de penicilina

Desde 1959, fecha en la que Revel y Ball descu-
brieron el efecto iﬁhibitorio que una mezcla equimolecular
de L-serina y borato ejercia sobre la actividad X—gluta—
mil transpeptidasa (efecto que no*produceq<los dos compues
tos por separado), estudios sobre inhibicién de esta enzi-
ma se han llevado a cabo con dichos componentes (Vifia et

al., 1983; Nakayama et al., 1984).



Actividad especifica
(U/mg prot.) Produccién
Cepa . . s
P Extracto crudo | 55-80% de penicilina
dializado SO4(NH4)2
P. chrysogenum g N
. . .0
AS-P-78 0.09 0.6 5.000 Pg/m
P. chrysogenum 80 1
. 0

Wis. 54-1255 0.07 0.60 pg/m
P. chrysogenum
Wis. 54-1255 0.08 0.70 50 Pg/ml
npe U.L.1
P. chrysogenum
Wis. 54-1255 0.06 0.65 200 Pg/ml
npe U.L.2
P. chrysogenum
Wis. 54-1255 0.08 0.62 200 Pg/ml
npe U.L.3
P. chrysogenum
Wis. 54-1255 0.07 0.61 50 Pg/ml
npe U.L.4 '
P. chrysogenum
Wis. 54-1255 0.08 0.63 50 pg/ml
npe U.L.5

Tabla III.6. Actividad Y -glutamil transpeptidasa en varias

cepas de P. chrysogenum.
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Nuestro estudio sobre este inhibidor se ha rea-
lizado en dos frentes: a) comprobacidn de su efectividad
en reacciones llevadas a cabo "in vitro", y b) ensayo de
su accidn "in vivo" sobre la produccidn de penicilina.

El efecto inhibitorio de 1la serina-borato se
manifiesta en cualquiera de las reacciones que lleva a
cabo la enzima }Y-glutamil transpeptidasa, independientef
mente de la naturaleza del donador y del aceptor del resto

KLglutamilo. Si bien no se conoce con exactitud el meca4
nismo de la inhibicidn, se ha postulado que serina y bora-
to forman un complejo que mimetiza la estructura del resté

Y-glutamilo.

La grafica de la figura' III-10 se ha obtenido
representando los valores de inhibicidén producidos por
concentraciones crecientes de serina-borato, en una reac
cién de formacidn de Y-glutamil hidroxamato a partir de
glutatidn 0,01 M (capitulo II).

La inhibicidn se hace ya detectable con una con-
centracidn de 1 mM de serina-borato; el 50% de la inhibi;
cidn se produce con una concentracidn de 3,5 mM del iﬂﬁi-
bidor, y concentraciones superiores a 12 mM de serina-bora
to no originan un aumento sensible en el grado de inhibi-
cidn, que es practicamente del 100%.

Los estudios de inhibicidén "in vivo" se realiza-
ron empleando una concentracidn de inhibidor de 40 mM.
Cuando un medio complejo de produccidn era suplementado
con serina-borato 40 mM, el micelio del indculo era inca-

paz de desarrollarse en dicho medio. Si la adicidn de se-
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Fig. III.10. Efecto de la concentracidn del inhibidor
serina-borato sobre la actividad 5-glutamil‘

transpeptidasa de P. chrysogenum AS-P-78.
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rina-borato al medio de produccidn se hacia a las 48 horas
de cultivo, no se detectaban cambios aparentes en el cre-
cimiento del hongo ni en lé produccidén de penicilina (mues
tras tomadas a intervalos de 12 horas tras la adicidén de
inhibidor). Hay qué precisar que este medio de cultivo
posee una fuente de nitrdgeno de facil metabolizacidn como
es el sulfato amdnico.

Los resultados obtenidos por adicidn de serina-
borato 40 mM a un medio de suspensidén limitado en nitrdge-
no se muestran en la figura III-1l1. El medio de suspension
limitado en nitrdgeno impide que el hongo crezca, si bien
la produccidn de penicilina se mantiene de forma lineal;
'En nuestro experimento, el medio de suspensidn se sembrd
con micelio procedente de un cultivo de 48 horas (fase
de maxime velocidad de produccidén de penicilina). Como
se observa en la mencionada figura, la produccidn de peni-
cilina en el medio que no contiene serina-borato es 1li-
neal a lo largo del tiempo. En el medio que posee una con-
centracidn de inhibidor de 40 mM la produccidn de penici-
lina se ve disminuida en una proporcién del 90% a las 8>

horas de cultivo.
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El trabajo que se desarrolla en estas paginas se
enmarca en los estudios que se estan realizando en nu€stro
departamento sobre una posible relacidn entre el ciclo del
¥ -glutamilo y la primera etapa de la ruta biosintética de
los antibidticos (3-lactémicos. La gran similitud existen-
te en las‘estfucturas quimicas y en las rutas biosintéti-
cas del glutatidn y del ACV {tripéptido preéursor de las
penicilinas y cefalosporinas), y el efecto inhibitorio que
el glutatidn es capaz de ejercer sobre la enzima isopeni-
cilina N sintetasa (enzima clave de la ruta biosintética
de las penicilinas) (Ramos et al., 1984) hacen suponer
que existe una relacidn entre ambas vias.

La enzima Y-glutamil transpeptidasa es un compo
nente clave del ciclo del §-glutamilo. Ademés de estar
involucrada en el transporte de compuestos a través de la
membrana celular, se encarga de controlar el nivel de glu-
tatidén intracelular, en cooperacién con la glutatidn sinte
tasa.

Los métodos utilizados en este trabajo para la
obtencidn de crudos enzimdticos incluyeron sonicacidn del
micelio, rotura mecanica (en.desintégrador Braun), trata-
miento con solventes organicos (n-butanol) y tratamiento
con agentes detergentes (Tritdn-X-100). De todos ellos, el
que produjo extractos enzimaticos méas activos fue el que
combinaba la rotura mecanica del micelio {(durante un tiem-
po de 2.5 minutos) con el tratamiento del homogeneizado
resultante con Tritdn X-100 al 2% (vedse Tabla III.1l).

El efecto potenciador de la actividad enzimatica de los
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crudos que ejerce el Tritdn X-100 parece indicar que la

enzima ¥-glutamil transpeptidasa de P. chrysogenum se

halla ligada a estructuras membranosas de la célula de
las que es liberada por accidn de un agente solubilizador
de dicggémgstructuras como es el Tritdn X-100. Este hecho
es consistente con los estudios relativos a la ¥ -glutamil
transpeptidasa. de otras especies animales (rata, cerdo,
hombre), en los que se demuestra que dicha actividad esta
ligada a la membrana celular (Spater et al., 1983).

El pH Optimo para la actividad estudiada se si-
tla en un rango comprendido entre 7.5 y 9, el cual coinci-
de con estudios previos de dicha actividad enzimatica en
rifidn de cerdo (Orlowski y Meister, 1965) y rifidn de rata
(Curthoys y Kuhlenschmidt, 1975). La temperatura de actua-
cidén considerada mis favorable para esta actividad enzima-

tica en P. chrysogenum es la comprendida en el intervalo

entre 30 a 40°C. El pH y la temperatura a los que se desa-

. rrollan los cultivos de P. chrysogenum AS-P-78 para la

produccidon de penicilina, si bien no coinciden exactamente
con el pH y la temperatura Optimos para la actividad in
vitro de la Y-glutamil transpeptidasa se acercan bastante
a los mismos. Estos resultados pueden hacer suponer que la
enzima Y-glutamil transpeptidasa se encuentra in vivo
en condiciones moderadamente favorables para ejercer un
posible bapel en la formacidn de péptidos relacionados -
con la biosintesis de penicilina.

Las  condiciones encontradas por nosotros para

el desarrollo de la actividad Y¥-glutamil transpeptidasa
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de P. chrysogenum AS-P-78 coinciden con las halladas por

otros autores para esa misma enzima en especies como rata,
cerdo y hombre (Orlowski y Meister, 1965; Curthoys y Kuh-
lenschmidt, 1975). Asi, nuestros resultados coinciden con
los de estos autores en la nula influencia gque ejercen
sobre esta actividad los iones que se encuentran con mas
abundancia en el medio celular. Tan sblo la presencia de
catt y Mg++ a una concentracidn de 5 ﬁM incrementd un 10%
la actividad enzimatica.

Los mejores aceptores del resto ¥ -glutamilo son
los aminoadcidos de cardcter neutro o poco polar (cisteina,
metionina, serina), siendo muy poco activos én este senti-
do los aminoidcidos cargados y con restos aromdticos (glu-
tdmico , aspartico, fenilalanina). La cisteina se comporta
como un buen aceptor del resto Y-glutamilo, lo cual no
es de extrafiar dado que es un sustrato aceptor natural de
la Y-glutamil transpeptidasa; en esa reaccidn se produce
el dipéptido Y¥-glutamilcisteina, que constituye un sustra
to de la glutatidn sintetasa (Griffith et al., 1981).

Los estudios realizados para intentar observar
alguna actividad de la Y-glutamil transpeptidasa sobre
los iﬁtermediarios mas relevantes de la ruta biosintética
de las penicilinas han demostrado que la enzima no tiene
ningln efecto sobre estos compuestos. La enzima no es ca-
paz de utilizar el resto o -aminoadipico inicial del ACV
y de la isopenicilina N, lo cual podria haber sido facti-
ble, dado que sdlo difiere del resto Y -glutamilo en un

-CHj=adicional. Este hecho indica una alta especificidad
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de la enzima con respecto a la longitud de la cadena del
resto aminoacido que se transfiere. Tampoco se ha encontré
do que exista transferencia de un resto Y-glutamilo al
intermediario 6-APA como aceptor. La actividad enzimatica
no se vid afectada por la‘presencia en el medio de reac-
cidén de lﬁs intermediarios y productos de la ruta biosin-
tética de la penicilina ensayados.

La actividad Y-glutamil transpeptidasa presenta
un nivel constante durante las primeras 48 horas del cul-

tivo de P. chrysogenum, momento a partir del cual aumenta

hasta llegar a un maximo a las 72 horas, para a continua- -
cidén disminuir lentamente y estabilizarse entre 96 y 120
horas de cultivo. Cuando el cultivo se inicia en presencia
de una concentracidén de glucosa de 140 mM, la curva de
distribucién de la actividad }J-glutamil transpeptidasa
experimenta un cambio radical. La actividad enzimatica
es maxima a las 24 horas de cultivo, tiempo a partir del
cual decrece lentamente y se estabiliza en valores medios
a partir de las 72 horas. El rapido aumento inicial de
la actividad enzimatica coincide con la presencia en el
medio de cultivo de la glucosa afiadida. A partir de las
24 horas de cultivo el nivel de glucosa comienza a descen-
der, lo que coincide con la disminucidén de la actividad
¥-glutamil transpeptidasa. Este efecto posiblemente se
deba a la estimulacidn del metabolismo primarib que la

glucosa ejerce, lo cual redunda en un aumento de la acti-

dad de la }Y-glutamil transpeptidasa,cuya funcidn primaria
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parece ser el transporte de aminoécidos mediante el acopla
miento del radical Y¥-glutamilo.

De los sustratos que se emplearon para el ensayo
de la actividad enzimitica el que mostrd una mayor capaci-
dad de reaccidn fue el glutatidn en su forma mondmera.
' Este compuesto es precisamente el sustrato natural de la
X—glutamil transpeptidasa. La forma dimera del glutatidn
no mostrd practicamente actividad durante los ensayos rea-
lizados. Los dipéptidos Y-glutamilcisteina (mondmero y
dimero) actuaron como buenos sustratos donadores del grupo
X—glutamilo, aunque con un grado de efectividad inferior
al del glutatidn. Esto indica gque, dado que ambos se en-
cuentran normalmente en la célula, pueden ser empleados
- como sustrétos secundarios por la enzima Y-glutamil trans
peptidasa.

A lo largo de nuestro trabajo, la enzima ha mos-
trado una gran estabilidad en lo que se refiere a conser-
vacién de la actividad enzimdtica. Los extractos crudos
o parcialmente purificados conservaron su actividad prac-
ticamente sin variaciones tras un periodo de 2 meses con-
gelados a -20eC. Por otro lado, la.enzima presenta activi-
‘dad a temperaturas de 502C y aun superiores. Esta gran
resistencia a las variaciones térmicas del medio ha sido
empleada por algunos investigadores (Orlowsky y Meister,
1965) como factor a tener en cuenta durante el proceso
de purificacidon de la enzima. Los mismos autores encontra-

ron que la Y-glutamil transpeptidasa de rifidn de cerdo
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era capaz de soportar el calentamiento a 582C durante
1 hora en presencia de glutatidén conservando el 100% de

la actividad inicial.
El ensayo de la actividad Y¥-glutamil transpep-

tidasa en varias cepas de P. chrysogenum con distinta ca-

‘pacidad de produccidén de penicilina proporciond datos muy
semejantes en cuanto é la actividad enzimidtica encontrada
en cada una de las cepas. Este resultado, por otra parte,
era previsible a la luz de los resultados previos, pues
no cabia esperar una dependencia estricta de la biosinte-
sis de penicilina del nivel de la actividad Y-glutamil
transpeptidasa. AGn cuando la X-glutamil transpeptidasa
tenga un papel relacionado con la formacidén de péptidos
precursores de penicilina, la concentracidn de este anti-
bidtico que: se produce viene probablemente determinada
por la actividad de 1las enzimas posteriores gque ciclan
el tripéptido ACV a isopenicilina N (isopenicilina N sin-
tetasa) o intercambian la cadena lateral de la isopenici-
lina N a penicilina G (penicilina transacilasa). De hécho,
en nuestro laboratorio se ha demostrado que existe una
correlacidn estricta ‘entre el nivel de isopenicilina N
sintetasa y la capacidad de produccidn de penicilina de

distintas cepas de P. chrysogenum (Ramos et al., 1984).

Los estudios realizados in vitro con la mezcla
equimolecular de serina y borato ha dado como resultado
un marcado efecto inhibitorio de este complejo sobre la
actividad Y-glutamil transpeptidasa, hecho que estd am-

pliamente reflejado en la literatura (Revel y Ball, 1959;
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Vifia et al., 1983; Nakayama et al., 1984) y gque confirma
la similitud de comportamiento entre esta enzima en P.

chrysogenum y las estudiadas en otras especies.

El efecto de la inhibicidén in vivo por serina
borato de la actividad Y-glutamil transpeptiddsa sobre
la produccidn de penicilina era un paso obligado tras el
estudio del efecto in vitro. Los ensayos iniciales efectua
dos en medio complejo de produccidn mostraron que el mice-
lio del inbéculo es incapaz de crecer en medio de produc-
cidn con una concentracidn de serina-borato de 40 mM. Vis-
to esto, la adicidn del inhibidor se realizd a las 48 ho-
ras de cultivo, tiempo en el cual la velocidad de produc-
cidn de penicilina es maxima. La concentracidn del inhibi-
dor en el medio de cultivo fue de 40 mM. Las muestras,
tomadas cada 12 horas, no revelaron ninguna variacidn en
la produccidn de penicilina ni en el crecimiento del hongo
crecido en presencia o en ausencia del inhibidor, debido
probablemente a que el hongo estd utilizando en estas con-
diciones aminoacidos procedentes del medio complejo para
el crecimiento y para la biosintesis de penicilina.

El estudio del efecto del complejo serina-borato
sobre la produccidn de peniciliné utilizando un medio de
suspensidn limitado en fuente de nitrdgeno en el cual se
produce penicilina en ausencia de crecimiento,arrojdé resul
tados distintos a los encontrados en medio de prOQuccién.
En el medio de suspensidn limitado en nitrdégeno uﬁa con-
centracién de serina-borato de 40 mM inhibid un 90% de

la produccidén total de penicilina. Este resultado sugiere
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que en el medio de suspensidn limitado en fuente de nitrd-
geno, la Y-glutamil transpeptidasa probablemente interviene
en procesos de transpeptidizacidn relacionados con la formacidn
del tripéptido precursor de penicilina. Esto explicaria
gue cuando se inhibe la actividad J-glutamil transpepti-
dasa por serina-borato se corte casi completamente la bio-
sintesis deapenicilina. ;

La etapa de la ruta biosintética de la penicili-
na se ve afectada por la presencia del complejo serina-
borato ha de ser confirmada por estudios de acumulacidn
de productos intermediarios de dicha ruta en un futuro
proximo. Dado que no hay informacidn sobre efectos inhibi-
torios de la serina-borato sobre el complejo enzimatico
encargado de la biosintesis de penicilina, alin sin descar-
tar esta posibilidad, parece mas probable que el mecanismo
por el que se lleva a cabo dicha inhibicidn este relacio-
nado con la formacidn del tripéptido ACV precursor de pe-
nicilina.

Los resultados encontrados por algunos autores
(Nakayama et al., 1984) indican, que la inhibicidén de la
en;ima § -glutamil transpeptidasa origina la acumulacidn
de cantidades no fisioldgicas de glutatidn. Este hecho
era de todo punto esperable ya que dicha enzima es la en-
cargada de la degradacidn del glutatidn celular. Si bien
en otros microorganismos un aumento de la concentracidn
intracelular de glutatidén no tiene mayor trascendencia

fisioldgica, en P. chrysogenum este hecho puede tener im-

portantes consecuencias de cara a la produccidn de penici-
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lina, ya que el glutatidn se comporta como inhibidor de
la isopenicilina N sintetasa, enzima de la ruta biosinté-
tica de la penicilina que se encarga de la ciclacidn del
tripéptido ACV para formar isopenicilina N (Ramos, 1984).
La comprobacidn de los niveles de glutaﬁién y de ACV en
ausencia y preéencia del inhibidor serina-borato servira

para corroborar el efecto argumentado anteriormente.
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l2.- La técnica mas eficiente para la obtencidn de extrac-
tos acelulares con actividad Y -glutamil transpepti-

sa en la especie P. chrysogenum AS-P-78 consiste en

un proceso de rotura mecanica del micelio (en un de-
sintegrador Braun) durante 2.5 minutos en tampdn Tris-
HC1 0.05 M, pH 8 y posterior tratamiento con Tritdn
X-100 al 2% durante 5 horas con agiﬁacién. |

22.- Los ensayos de reaccidn se llevaron a cabo a un tem-
pératura Optima de 37°¢C y a pH 8. El tiempo iddneo de
reaccidn fue de 7 minutos para reacciones con gluta-
tidén como sustrato y de 5 minutos para sustratos tipo
X—glutamil—p—nitroanilida. Empleando fracciones par-
cialmente purificadas se determind un valor de Km
aparente para el glutatidn igual a 2 mM.

32.- La enzima §-glutamil transpeptidasa no necesita de
la presencia de cofactores, estabilizadores enzimati-
cos o 1lones para ejercer su actividad. Unicamente
en reacciones con ¥ -glutamil-p-nitroanilida como

' .z . . . ++
sustrato la adicidn al medio de reaccidn de Mg o}

Ca++ a-Lna concentracidén final de 5 mM supuso un aumen
to del 10% en la actividad enzimatica.

42 .- De todos los aminoacidos ensayados como aceptores
del resto Y -glutamilo, los que han mostrado una ma-
yor efectividad han sido los de caracter neutro y
cadena lineal (metionina, cisteina, serina); los ami-

nodcidos con estructura marcadamente polar (glutamico,

aspartico) o con sustituyentes aromdticos (fenilala-
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nina, tirosina) han actuado con poca efectividad como
sustratos aceptores del resto Y-glutamilo.

52.- La actividad Y-glutamil transpeptidasa se mantiene
de manera uniforme durante las primeras 48 horas de
cultivo en medio complejo de produccidn, aumenta ra-
pidamente entre 48 y 72 horas y, a continuacidn, dis-
minuye moderadamente. Cuando el medio ae cultivo es
suplementado con glucosa (140 mM) la actividad aumen-
ta drasticamente mientras la glucosa permanece en
el medio de cultivo (24 horas), para disminuir lenta-
mente cuando dicho azlcar empieza a desaparecer del
medio.

62.- La enzima Y-glutamil transpeptidasa se ha purificado
por tratamiento con sulfato de protamina (2%), croma-
tografia en DEAE-Sephacel, precipitacidn con sulfato
amdnico (55-80%) y filtracidén en Sephadex G-200. El
grado de purificacidén logrado fue de 27.7 veces. El
peso molecular de esta actividad, determinado por
filtracidén en gel, se establecid en un valor aproxi-
mado de 180.000.

72.- La actividad enzimdtica no mostrd alteraciones detec-
tables cuando las muestras eran congeladas y almace-
nadas a -20°C durante dos meses. La adicidn de inhibi
dores de proteasas (PMSF) o agentes reductores (DTT)
no redundd en ninglin efecto sobre la actividad enzi-
mética que demostrd poseer un alto grado de estabi-
lidad a lo largo de todo nuestro trabajo.

82,~ Los niveles de actividad Y¥-glutamil transpeptidasa
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de la cepa de alta produccidn de penicilinas P. chry-
sogenum AS-P-78 se encuentran en el mismo rango que
los de otras cepas ensayadas y que tienen moderada o
muy baja capacidad de produccidn de antibidtico, 1lo
cual hace suponer que no existe una dependencia es-
tricta entre la actividad enzimdtica estudiada y la
produccidn de penicilinas.

Al igual que ocurre para la X—glutamil transpeptida-
sa obtenida de otras fuentes (rata, hombre), la pro-

cedente de P. chrysogenum es inhibida in vitro por

la mezcla equimolecular de L-serina y borato. Una
concentracidn de serina-borato de 3.5 mM inhibe el
50% de la actividad enzimatica cuando se emplea glu-
tatidén a una concentracidén 10 mM como sustrato.

La inhibicidn in vivo por serina-borato (40 mM) de la
actividad ¥ -glutamil transpeptidasa ocasiona una
disminucidén superior al 90% en la capacidad para pro-
ducir penicilina, cuando el experimento se realiza
en un medio de suspensidn limitado en fuente de nitrd

geno.
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