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I INTRODUCCION

Las glutamato deshidrogenasas (GDH) tienen un papel fundamen-
tal en el metabolismo de los aminodcidos tanto en los procesos degrada-
tivos como en los biosintéticos, si bien la importancia en ambas rutas

es muy diferente seglin el organismo estudiado (4, 8, 9, 17).

Estas enzimas catalizan unas reacciones que ocupan una posicién
fundamental en el metabolismo, puesto que se‘encuentran en un posicién
central en la ruca que lleva al nitrégeno aminico de los aminodcidos al
ser incorporado en el nitrégeno ureico, via principal de excrecibn del
nitrdégeno en los animales ureotélicos (57). Por otro lado estas reaccio-
nes scn el primer eslabdn que une el metabolismo de los aminodcidos
con el de los hidratos de carbono y también proporciona una ruta por
la cual el &tomo de nitrdgeno aménico puede ser incorporado para la
biosintesis de otros compuestos nitrogenados de gran interés biolégico,

aunque esta ruta es de menor importancia (87).

Tres glutamato deshidrogenasas han sido clasificadas y distin- -

guidas en base unicamente a la especificidad del cofactor, ya'que desde



el punto de vista quimico el proceso catalizado por ella es l1légicamente

el mismo (58, 59).

La glutamato deshidrogenasa de animales superiores se caracte-
riza por poder utilizar a los dos tipos de nuclebtidos de piridina fi-
siolbégicamente activos NADP" y NAD" como agentes oxidantes. Esta en-
zima es clasificada como glutamato deshidrogenasa NAD(P) o L-glutamato
NAD(P) oxidoreductasa (desaminante) E.C. 1.4.1.3. En estos casos la ma-
yoria de las especies pueden utilizar indistintamente cualquiera de los
dos nucledtidos si bien siempre presenta una preferencia por uno de ellos

(57, 2, 84, 79).

La glutamato deshidrogenasa de bacterias, tales como la de E.

coli o S. typhimurium tienen una glutamato deshidrogenasa solamente de-

pendiente de NADP+. Por ello esti clasificada como L-glutamato NAD(P)
oxidoreductasa (desaminante) E.C. 1.4.1.4. (31, 85, 91). Mientras que

otras bacterias como Rhodospirillum rubrum y ciertas especies de Clos—

tridium, contienen una enzima dependiente de NAD+ (L-glutamato NAD oxi-
doreductasa (desaminante) E.C. 1.4.1.2. (94). En Levadura, Neurospora
crassa y otros tipos de bacteria se presentan dos tipos de enzima dis-

tintos una dependiente de NAD+ y otra dependiente de NADP+ (80).



Desde el punto de vista general estas enzimas catalizan el mis-
mo proceso como antes hemos citado. La transformacidén del L-glutamato
en ba—cetoglutarato y amonio a la vez que el nuclebétido de piridina co-
rrespondiente queda reducido. Este proceso que es llevado a cabo de una
manera reversible, ya que la constante de equilibrio es préxima a uno,
transcurre mediante dos reacciones consecutivas de las cuales solo una
de ellas es catalizada por la emzima de una forma demostrada, mientras

que la otra es un proceso de hidrélisis puramente quimico (5).

H

Lot
HOOC-CH, -CH,, -C-COOH + NAD+2HOOC—CH2-CH2-ﬁ-COOH 4+ NADH + H
NH2 NH
L-Glutamato dcido a-iminoglutdrico
HZO H20
HOOC-CHZ-CHZ-C-COOH + NH3
a-cetoglutarato
R R
R | - H+ |

R’C =0 + NH3 ~a======m( = NH _;E_L___» HC - NH
| |
R R

Sentido de aminacién reductiva



E1l mecanismo de la reaccidén ha sido estudiado especialmente u-
sando la enzima procedente del higado de buey, la cual localizada en las

mitocondrias, se encuentra alli en una alta concentracién (36).

Los estudios realizados con agentes reductores como borohidru-
ro sbdico, ponen de manifiesto que como producto intermedio se encuentra
una base de Schiff formada por el cetodcido y el grupo amino de un resto
de Lisina 127. Los estudios cinéticos han indicado que la reaccién proce-
de por un mecanismo secuéncial, puesto que cuando los estudios de la ve-
locidad inicial fueron realizados representando los inversos de la velo-
cidad frente a los inversos de la concentracidén de glutamato con concen-
traciones fijas del agente oxidante, se obtuvieron resultados de acuer-
do con tal mecanismo. Sin embargo cuando se hicieron experimentos de in-
tercambio isotbépico se observd que si bien el mecanismo es secuencial,
no esti totalmente ordenado, ya que en determinadas condiciones de con-

centracién puede existir una unién desordenada (86).

De estos resultados se ha formulado el siguiente esquema en el
cual la formacibén de una base de Schiff intermedia juega un papel funda-
mental, ya que en un determinado paso se procede a través de una transa-

minacién, lo que es cinéticamente més favorable que la interaccién de un



grupo amino con un grupo ceto para la formacién de la citada base. El

mecanismo en el sentido degradativo comienza con la fijacién de la glu-~

tamato a la enzima sufriendo el proceso de oxidacién, lo que permite la

formacién de un imino &cido y un f&cil ataque por parte del grupo amino

distal del resto Lisina 167 al carbono iminico, dando lugar a un proceso

de transaminacién y posteriormente a la formacién de un base de Schiff

entre el resto de Lisina y un ceto&cido.

HH//O

C
B

NAD(P)H




Posteriormente esta base de Shiff sufre un proceso de hidrdli-

sis que permite la formacién libre del cetodcido (13).

H*, NH,

H,N

Esta enzima procedente del higado de buey ha demostrado ser un
hexamero de subunidades idénticas. Cada una de estas subunidades esti for-
mada por unos 500 amino&cidos y contiene una determinada cantidad de Ato-
mos de Zn, parece ser que un Atomo por subunidad, cuya misién es puramen-—
te estructural ya que la separacidn de estos iones por la presencia de
quelantés de iones pesados como es la 1,10-O-fenantrolina lleva consigo
la disociacidén de las subunidades y con ello la pérdida de actividad. Es-
ta accidn puede ser revertida por la adicién de los &tomos de Zn (74, 67,

55).



La actividad de esta enzima estd regulada por miltiples facto-
res; en un principio parece ser que la presencia de los propios reacti-
vos que intervienen en la reaccidn pueden dar lugar a un procesc coopera-—
tivo negativo, lo que explica algunos de los resultados anbémalos que se
exhiben en las representaciones de los inversos de las velocidades fren-
te a los inversos de las concentraciones del piridin nucledtido en pre-

sencia de cantidades fijas de glutamato (20).

Por otro lado esta actividad glutamato deshidrogenasa puede
ser modulada por ADP o GDP que facilitan‘su actividad al facilitar el
estado de agregacidn de las diferentes subunidades. Asi mismo parece que
facilitan la unién del cofactor. Estos cofactores asi mismo evitan la
accién inhibidora de ciertas hormonas esteroidicas como es la progeste-
terona o el estradiol o bien de otras caracteristicas como es la tiroxina
las cuales actuan facilitando la separacién de las diferentes subunida-

des (56). Por otra parte actuan como inhibidores el ATP y el GTP (19).

Todos estos datos antes citados y la localizacidén de la enzi-
ma muy ligada a enzimas como las amino transferasas de distinta especi-
ficidad asi como a las enzimas que intervienen en el ciclo de la urea,
nos indica que aln el equilibrio de la reaccién que cataliza es préximo

a la unidad, fisiolégicamente y debido a los cofactores que lo rodean,



su direccidn fisiblogica es la degradativa (13).

Un hecho curioso observado en esta enzima es el ser inhibido
por el fosfato de piridoxal. En vista del papel tan importante que tiene
este cofactor en el proceso de transaminacién y en otras reacciones en
las cuales estan implicados los aminoicidos se intenta especular si el
fosfato de piridoxal juega un papel determinate en el camino a seguir
por el aminodcido, si es una desaminacién oxidativa o una transaminacién

(13).

Si bien las glutamato deshidrogenasas tienen una misién prefe-
rentemente degradativa, no acurre lo mismo en organismos inferiores. Asi

en Chlorella sorokiniana se ha encontrado una glutamato deshidrogenasa

dependiente de NADP™ que es inducible por ibén amonio y que se caracteriza
por una rapida pérdida de actividad si en el medio el ién amonio es sus-
tituido por nitrato. Estos datos dan una clara muestra de que fisioldgi-

camente esta enzima favorece un proceso puramente anabdlico (23).

Entre las GDH mejor estudiadas en microorganismos, esti la de

Neurospora crassa de la cual se conoce la secuencia de 441 amino&cidos de

los 452 que componen su molécula. Desde el punto de vista estructural no



presenta diferencias con las de animales superiores ya que un hex&me-

ro de subunidades idénticas con peso molecular de unos 48.800 daltons (7).
Dentro de las glutamato deshidrogenasas de microorganismos hay que desta-
car la de los organismos termdfilos (17), los cuales pueden presentar

una actividad superior al 90% de la mixima, después de soportar una tempe-
ratura de 85°C durante una hora, si el pH se mantiene entre 6,2-7,6; si

si el pH se hace mis Acido, mantienen la misma actividad pero solo si la
temperatura no pasa de 75°C, mientras que en el caso de E. coli mantiene

hasta el 90% de su actividad durante 5 minutos (91).

Logicamente con enzimas tan parecidaé estructuralmente, la pu-
rificacidn de las glutamato deshidrogenasas de las diferentes fuentes, es
muy similar. Se han utilizado fraccionamientos en sulfato aménico a dife-
rentes grados de saturacién y columnas de exclusidén asi como de cambio
de ién. Si bien estos métodos han dado resultados muy aceptables, ulti-
mamente los métodos de cromatografia de afinidad estén simplificando mu-

cho el problema (7, 17, 42). Asi la enzima de Neuroépora crassa ha sido

purificada por este método utilizando una columna de Sephadex que tenia

como ligando un residuo de N-carboxi-metil-glutamato (7).



Si bien esta enzima ha sido ampliamente estudiada desde el pun-
to de vista evolutivo, poca atencidén se habia prestado a las enzimas de
microorganismos capaces de vivir en ambientes de salinidad extrema. Es-
tos microorganismos presentan en su constitucién unas proteinas con una
caracteristica no observada anteriormente y es la de un requerimiento
absoluto de una alta concentracién de sales para su estabilidad (35, 90,
68). Estos microorganismos son seres que viven normalmente en ambientes
extremos como son las salinas y lagos salados (48), y pertenecen entre

otros a los géneros Halobacterium, Haloferax, Haloarcula (89) y Haloco-

ccus (41). La importancia de conocer cuales son las caracterfisticas es-
tructurales que requieren esta alta concentracibén de sales es lo que nos
ha llevado a la éurificacién de una enzima, tan bien conocida en géneros
superiores, para posteriormente poder estudiar en ella, cual es esta di-
ferencia que le hace requerir una alta concentracidn salina, que en otros

casos puede incluso provocar la precipitacidén proteica.

OBJETIVOS

A pesar de la diversidad de estudios efectuados sobre las glu-
tamato deshidrogenasés de organismos superiores y microorganismos, tan
solo hay una referencia fechada enlel afio 1977 sobre la glutamato deshi-

drogenasa de haldéfilas. En ella se hizo una descripcién poco detallada
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de algunas caracteristicas de la enzima, pero sin estudios profundos so-

bre su comportamiento en ambientes extremos como los de su h&bitat.

El objetivo de este trabajo de investigacidén es aportar méas
datos a los pocos existentes sobre la glutamato deshidrogenasa halofi-
lica, sobre su purificacién, propiedades y el comportamiento frente a
las sales, caracteristicas que hacen a las enzimas halofilicas un ejemplo
Gnico y muy atractivo en el campo de la Biologfia Molecular. Todo ello
puede ser revelador de los mecanismos de adaptacidén de estos microorga-

nismos a sus ambientes naturales.



MATERIAL Y METODOS



II MATERIALES Y METODOS

1. Material biolbdgico empleado y condiciones de cultivo.

1.1. Organismo.
En el presente trabajo de investigacién se ha empleado una bacte—-—

ria halofilica extrema, Halobacterium mediterranei ATCC 33500, reciente

mente descrita (78), capaz de utilizar carbohidratos como fuente de ener
gia. Esta estirpe se caracteriza por tener una pared gruesa, dematerial
electrodenso al microscopio electrénico de transmisién y con un grosor

de aproximadamente 25-85 nm, responsable de una gran resistencia a la -

rotura.

1.2. Cultivo de células.
1.2.1. Medios de cultivo.

Las. células se cultivaron en medios de cultivo 1liquidos y sbélidos.
1.2.1.1. Medios lfquidos.

Como medio de cultivo 1fquido se utilizaba una solucidén compuesta
por:

Extracto de levadura (0x0id)...eeceeenceceeeee0.5%

Solucidn concentrada de sales (30 %)seevesees..833.3 ml

Agua destilada.....eiieiereenneroassnssnseseassal66.7 ml
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La solucidén concentrada de sales constaba de:

NaCl.veveoeoaeoas 234 g
Mg012 6H20.......39 g
MgSO4 7H2O.......61 g
CaClz..... ....... 1g
KCl....vonnn. ceesb g
NaHCOS.... sees0.2 g
NaBr...... cesenes 0.7 g
H20 CSPeesecesss .1000 ml

El pH de los medios se ajustaba con NaOH 1N a 7.2 unidades.
El medio se esterilizaba en autoclave a 120 2C durante 20 min. Para
evitar la precipitacién de las sales la esterilizacién de la solucidn
acuosa-orginica y la solucién concentrada de sales se llevaba a cabo
por separado. La medida del crecimiento celular se seguia turbidimétri-

camente midiendo a 680 nm la absorbancia de los cultivos.

1.2.1.2. Medios sblidos.

Los medios s6lidos se preparaban aﬁadienéo 12 g/1 de agar (Difco)
a los medios liquidos. En el caso de este tipo de medios la medida
del crecimiento celular se llevaba a cabo por incubacién del microorga-
nismo en placas Petri, a 37 2C durante al menos una semana, despues

de la cual se contaban las colonias.



1.2.2. Obtencidn de masa celular.

Para obtener grandes masas de células, se preparaban indculos
de 10 ml en tubos de ensayo, a partir de ellos se obtenian indculos
posteriores en matraces Erlenmeyer de 250 ml y a partir de ellos
se cultivaban las células en botellas Pyrex o matraces Erlenmeyer

de 2 y 5 1 segiin el caso.

Debido a la necesidad de aerobiosis estricta de estos microorganis-
mos, los cultivos se sometian a agitacién constante mediante borboteo

con aire himedo.

1.2.3. Pureza de los cultivos.

La pureza ae los cultivos se determinaba rutinariamente mediante
la toma de muestras en condiciones estériles y posterior extensién
de las mismas sobre el medio sb6lido descrito. Las placas asi inoculadas
se incubaban a 37 °C y se observaban periodicamente durante una 6
dos semanas, para comprobar la presencia o no de microorganismos

contaminantes.

1.2.4. Mantenimiento de las células.
Las células se conservaban tras la siembra en tubos con medio
sélido inclinado; a temperatura ambiente, durante periodos de 6 meses.

Transcurrido ese tiempo los microorganismos se transferian a nuevos



tubos con medio sdlido fresco.

En todos los casos 1los tubos se cerraban herméticamente con
papel Parafilm, y se envolvian en bolsas de plastico para evitar

la desecacidn de los medios.

2. Estudios enzimiticos.

2.1, Soluciones amortiguadoras.
La solucién amortiguadora estindar empleada en la determinacidén

de la actividad GDH, contenia: KCl1 3.5 M, Tris-HCl1l 0.01 M, a pH 8.0.

El resto de las actividades enzimiticas (malato deshidrogenasa,
aspartato aminotransferasa y menadiona reductésa), asi como la actividad
GDH tras el ensayo de métodos de rotura, se determinaban empleando
como solucidén amortiguadora 1la compuesta por: KCl1 3.5 M, fosfato

0.01 M, a pH 7.2 (solucién amortiguadora BSK).

Otras soluciones amortiguadoras utilizadas en los procedimientos

de purificacién fueron:

— Solucidn A: (NH4)2804 1.73 M, fosfato 0.05 M, pH 6.6.

- Solucidn B: (NH4)ZSO 2.4 M, fosfato 0.05 M, pH 6.6.

4
— Solucidn C: (NH4)2SO4 0.9 M, fosfato 0.05 M, pH 6.6.

El resto de soluciones amortiguadoras se describen en los corres-

pondientes lugares de mencidn.



Todas estas soluciones fueron filtradas a través de filtros

Sartorius de 0.45 um de poro.

2.2. Recogida de células.
Despues de 4 dias de incubacién, las células se recogian por
centrifugacién a 10.000 rpm durante 30 min, a 15 ¢C, en una centrifuga

refrigerada Sorvall RC2-B, empleando un rotor GSA.

Se lavaban una vez con BSK y se resuspendian finalmente en la
misma solucién amortiguadora. El1 rendimiento’ celular obtenido fue
variable dependiendo de 1la cantidad de medio empleado y el tiempo
de incubacién, si bien los valores rondaron la media de 20 g de células

en peso himedo por litro de cultivo crecido.

2.3. Preparacién de extractos acelulares.

Para la preparacidén de extractos acelulares de H. mediterranei,

se emplearon distintos métodos de rotura: prensa de French, tratamiento

con ultrasonidos, abrasién con alumina, lisis osmética y shock térmico.

2.3.1. Rotura mediante Prensa de French.
Tras lavar las células, estas se resuspendian en BSK a la tempera-

tura de 4 2C.

La suspensidén asi obtenida se pasaba por una Prensa de French
40.000 psi Assembly (Aminco Silver Spring, Maryland) en frio. Se

hicieron varios ensayos a distintas presiones:
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a) 19.000 psi.
b) 14.400 psi.
c) 9.600 psi.

d) 4.800 psi.

En la suspensidén de células rotas se media directamente la activi-
dad menadiona reductasa (MDR). Posteriormente las células sin romper
y los restos celulares se eliminaban por centrifugaciéon a 167.000
x g (centrifuga Beckman L2 65B rotor tipo 50) durante 45 min, a

15 eC.

En los sobrenadantes asi obtenidos se ensayaban las activida=

des GDH, MDH y AAT.

2.3.2. Desintegracién mediante ultrasonido.

Las células lavadas se resuspendian en BSK, se enfriaban a O
°C, y a continuacién se sometian a los efectos de las ondas sénicas
utilizando un sonicador Branson B-12, a 20 kHz y 90-100 W. Suspensiones
del organismo se sonicaron de acuerdo con el siguiente esqﬁema experi-

mental:

a) Durante un perfiodo de 4 min.
b) Durante un periodo de 8 min.
c) Durante 3 periodos de 1 min, pausa de 30 s entre sonicaciones.

d) Durante 3 periodos de 3 min, pausa de 1 min entre sonicaciones.



La actividad MDR se media directamente en las suspensiones de
células rotas obtenidas. Los homogenados resultantes se centrifugaban .
a 167.000 x g durante 45 min, a 15 °C, en un rotor tipo 50. Los sobre-~
nadantes se utilizaban como extractos crudos de partida, y en ellos

se median las actividades GDH, MDH y AAT.

2.3.3. Rotura mediante abrasién con altmina.

La suspensién de microorganismos se colocaba en un mortero,
previamente enfriado, junto con altmina tambien fria en una proporcién
de 1:2 partes p/p. Las células se rompian por abrasién en el mortero du-

rante 5 min, a 4 2C.

La pasta rosacea obtenida se resuspendia en solucidén amortigua-
dora BSK, y se media directamente la actividad MDR. Las actividades
GDH, MDH y AAT se median en el sobrenadante obtenido tras la centrifuga-
cién a 167.000 x g durante 45 min, a 15 2C, para separar la alimina

y restos celulares.

2.3.4. Liéis osmbética.

La suspensién de microorganismos se dilufa con solucién amortigua-
dora de fosfato 0.05 M ("sin sales"), pH 7.2, hasta una concentracidn
1 M de KC1. Tras la agitacidén vigorosa a temperatura ambiente durante
30 min, se media  directamente 1la actividad MDR, y posteriormente
la suspensién se centrifugaba a 167.000 x g durante 45 min, a 15

2C. En el sobrenadante se ensayaba las actividades GDH, MDH y AAT.
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La reactivacién de 1las actividades enzimdticas se 1llevaba a
cabo por el siguiente procedimiento: los sobrenadantes hiposalinos
fueron dializados contra 25 vol de solucién’amortiguadora de fosfato
con KCl1 2 M, a pH 7.2, o contra 25 vol de BSK, dos veces durante
10 h cada una. En ambas soluciones dializadas se ensaban las actividades

enzimaticas.

2.3.5. Tratamiento con shock térmico (congelacidn-descongelacidn).

La suspensién de microorganismos se colocaba en un tubo metdlico
que estaba envuelto con un material ligero altémente aislante. La
congelacién se llevaba a cabo por inmersién del tubo en nitrégeno

liquido toda la noche.

Tras la descongelacién a temperatura ambiente, 1la actividad
MDR se media directamente sobre el extracto. Despues se centrifugaban
las células rotas a 167.000 x g durante 1 h, a 15 2C. Tras la centrifu-
gacién se obtenia un sobrenadante muy viscoso que se trataba con
deoxirribonucleasa (1mg/ml), se agitaba durante 1 h a temperatura
ambiente, y se centrifugaba como antes. En el sobrenadante asi obtenido

se median las actividades GDH, MDH y AAT.

2.4. Ensayo de la actividad GDH.
2.4.1. Aminacién reductiva.

2.4.1.1. Dependiente de NADPH.



El ensayo de la actividad GDH dependiente de NADPH se realizaba
espectrofotométricaﬁente‘ a 340 nm, siguiendo 1la desaparicidén del
NADPH, en una mezcla de reaccidén que contenia en un volumen de 1 ml:
NADPH 0.3 mM, NH401 100 mM, a-cetoglutarato 5 mM, KCl 2.8 M y Tris-
HC1 10 mM, a pH 8. La reaccidén se iniciaba por 1la adicién del ceto-
&cido.
2.4.1.2. Dependiente de NADH.

La actividad GDH dependiente de NADH se determinaba de la misma
forma y en las mismas condiciones que en el caso anterior, sustituyendo

en este ensayo el NADPH por NADH a la misma concentracién.

2.5. Ensayo de la actividad MDH.

El ensayo de la actividad MDH se realizaba espectrofotométricamente
a 340 nm, siguiendo la desaparicién del NADH, en una mezcla de reaccidn
que contenia en un volumen final de 1 ml: NADH 0.3 mM, oxalacetato
4 mM, KC1 2.8 M y fosfato 10 mM, a pH 7.2. La reaccién se iniciaba

por la adicién del oxalacetato.

2.6. Ensayo de la actividad AAT.

El ensayo de la actividad AAT se realizaba espectrofotométricamente
a 340 nm, siguiendo la desaparicidén del NADH, en una mezcla de reaccién
que contenia en un volumen final de 1 ml: aspartato 100 mM, NADH

0.3 mM, 60 U de MDH de corazén de cerdo, a-cetoglutarato 10 mM, KCl



2.8 M y fosfato 10 mM, a pH 7.2. El inicio de 1la reaccién se conseguia

por la adicidén del cetoacido.

2.7. Ensayo de la actividad MDR.

El ensayo de la actividad MDR se realizaba espectrofotométricamente
a 340 nm, siguiendo la desaparicién del NADH, en una mezcla de reaccidn
que contenia en un volumen final de 1 ml: menadiona 0.4 mM, KCN 2
mM, NADH 0.3 mM, KCl1 3 M y fosfato»lo mM, a pH 7.2. En este caso

la actividad enzimatica se iniciaba por la adicién del NADH.

Dada la sensibilidad a la 1luz que presenta esta enzima, todas

las manipulaciones se hicieron en condiciones de semioscuridad.

2.8. Purificacién parcial de la GDH.
2.8.1. Precipitacibén con sulfato aménico.
La precipitacién con sulfato ambénico se empleaba como paso inter-

medio de purificaciédn.

Una primera precipitacidén se conseguia dializando el homogenado,
obtenido tras la rotura de las células y centrifugacién de las mismas,
contra 20 vol de solucidén amortiguadora A (sulfato aménico 1.73 M
y fosfato 0.05 M, a pH 6.6) durante 24 h. Transcurrido ese tiempo,
los dializados se centrifugaban durante 30 min a 167.000 x g, a 15

eC.



Seguidamente, al sobrenadante obtenido se le adicionaba sulfato
aménico s6lido hasta conseguir una concentracién final de 2.4 M.
A tal fin se empleaba la siguiente férmula polindmica:

533 x (81-82)
1- 0.3 x 82

g = gramos de sulfato aménico a afiadir por litro de extracto.

S1 = concentracién de sulfato aménico en tanto por uno del extracto
inicial.

S2 = concentracién de sulfato aménico en “tanto por uno que se
quiere alcanzar.

2.8.2. Cromatografia en columna.
2.8.2.1. Cromatografia hidrofébica de Sefarosa CL-4B.

Se llevaba a cabo para 1la purificacidén parcial de 1la \enzima
en estudio. Para ello, se utilizaba una columna de vidrio (1.6 x
100 cm) suministrada por LKB Produkter AB (Suecia). E1 gel empleado
fue Sepharose CL-4B, con alta resistencia a las condiciones extremas
tipicamente desnaturalizantes, suministrado por Pharmacia Fine Chemicals

AB (Suecia).

El empaquetamiento y equilibrado de 1la columna, asi como la
elucién de las muestras y soluciones, se efectuaron con una bomba
peristadltica LKB 2132. Las velocidades de flujo utilizadas fueron

de 40-50 ml/h para.el empaquetamiento, y de 10-25 ml/h para las elu-



ciones., La altura alcanzada por el 1lecho de gel fue generalmente

de 40 cm.

Las fracciones se recogieron automdticamente con un colector
LKB Ultrorac 7000. Finalmente, el contenido de proteinas de los eluatos
(generalmente de 4.8 ml/tubo) se registraba midiendo 1la - absorbancia

a 280 nm en un espectrofotémetro PYE Unicam.
Todos los pasos se llevaron a cabo a temperatura ambiente.

3. Métodos analiticos y técnicas experimentales.

3.1. Determinacidén de proteinas.

La cantidad de proteinas se determinaba generalmente segin el
método de Lowry et al. ( 54 ), que utiliza el reactivo fendélico de
Folin-ciocalteau. Se utilizaba sobre todo para la deteccién de rangos
de proteinas entre 10-100 wug/ml. Las medidas colorimétricas, tanto

de la proteina patron como de los problemas, se hicieron a 640 nm.

Para determinaciones mas precisas en muestras con rangos de
proteinas entre 8-40 ug/ml se utilizaba el método de Schacterle y
Pollack ( 82), en su modalidad de microensayo. Las medidas de absorban-

cia para la determinacidén de proteinas se llevaba a cabo a 650 nm.

En ambos casos se utilizaba como proteina patrdn seroalbimina

bovina (0.5 mg/ml).



La medida directa de proteinas se llevaba a cabo mediante medida

espectrofotométrica a 280 nm en un espectrofotémetro PYE Unicam.

3.2. Centrifugaciones.

Las centrifugaciones se llevaron a cabo empleando centrifugas
refrigeradas Sorvall modelos RC-2B y RC-5B. Segin los vollmenes a
centrifugar se empleaban: rotor GSA (grandes voldmenes) y rotor SS-

34 (pequefios volUmenes), a 10.000 rpm y 15.000 rpm, respectivamente.

En el caso de centrifugaciones a alta velocidad se empleaba
una ultracentrifuga Beckman modelo L2-65B con rotor tipo 50, alcanzin-

dose 40.000 rpm (167.000 x'g).

La temperatura en todos los casos fue establecida entre 15 y

20 eC.

3.3. Determinaciones espectrofotométricas.
Las medidas colorimétricas se realizaron en un espectrofotémetro
BAUSCH & LOMB Spectronic 70, con lectura digital incorporada Abatrén

V.D.E. 812.

Las medidas cinéticas se siguieron en el espectrofotémetro antes

mencionado y en un espectrofotémetro BAUSCH & LOMB Spectronic 2000.

Las medidas directas de proteinas se leyeron en el ultravioleta

(280 nm) en un espectrofotémetro PYE Unicam SP 1750.



Se utilizaron cubetas de 1 cm de paso de 1luz y capacidad de
1 ml, siendo de cuarzo para las medidas a 280 nm. El coeficiente.
de extincién utilizado fue: 6.220 M—'l X cm_l para el NAD(P)H. Todas

las determinaciones se llevaron a cabo a temperatura ambiente.

3.4. Dialisis.
Las didlisis se llevaron a cabo en tres tipos diferentes de

tripas o sacos de didlisis:

— Sigma 250-7U (grandes volimenes).
- Sigma 250-9U (pequefios volUmenes).

—~ Sigma D-9277 (muy pequefios volamenes).

Con el fin de eliminar sustancias que pudieran obstruir los
poros de las tripas, se sometieron los dos primeros tipos (250-7U
y 250-9U) a un tratamiento consistente en hervirlas 4 veces alterna-
tivamente en soluciones de biéarbonato 0.05 M y de EDTA 0.01 M. El
lavado exhaustivo con agua destilada de las tripas con posterioridad

a este tratamiento fue indispensable.

En el caso de sacos de didlisis D-9277, para eliminar la glicerina
¥y los compuestos de sulfuro, y asi procurar la limpieza total de
los poros, se mantenian en agua de 3 a 4 h, a continuacién se trataban

con una solucidén de sulfuro de sodio a 80 2C durante 1 min. Luego



se lavaban con agua a 60 2C durante 2 min, y se acidulaban con una
solucién de &cido sulfurico. Por ultimo, para eliminar el A&cido se

lavaban con agua caliente.

3.5. Medidas de pH.
El pH de las disoluciones se determinaba en un pHmetro Crison
pH/mV Meter Digit 501, con escala expandida y electrodo combinado

de vidrio.

Como patrones se wutilizaron soluciones comerciales (Crison y

Merck) de pH 7.02 y 4.3.

Cuando solo se requeria una medida aproximada, se utilizaban
tiras de papel indicador (Merck) con una resolucién de * 0.5 unidades

de pH.

3.6. Determinacidén de la concentracién de sales.

La concentracién de sales (fundamentalmente - sulfato amdnico),
en las soluciones empleadas en los distintos estudios 1llevados a
cabo, se determinaron con un conductivimetro CDM2d Radiometer. Para
lo cual se necesitaron volimenes minimos de 20 ml1 de muestra, que

se obtuvieron mediante diluciones sucesivas de las mismas.

3.7. Técnica para la observacidén con microscopia electrdénica de barrido.



Para la observacién al microscopio electrénico de barrido (MEB)
se ha empleado el procedimiento de Tonosaki et al. ( 88 ) con modifica-

ciones:

Una muestra de cultivo celular obtenida por centrifugacién se
trataba con uné solucién de glutaraldehido al 2.5 % y sales al 25
%, tamponada con cacodilato sbédico 0.05 M, a pH 7.2. Seguidamente,
y durante un. periodo aproximado de 2 h, se mantenian las células
a fijacidén a 4 °C. Una vez lavadas con solucidén amortiguadora de
sales y cacodilato sédico, se procedia a una segunda fijacidén a tetrdxi-
do de osmio al 1 % en el mismo tampon duranfe 30 min. Transcurrido
este tiempo se lavaba el exceso de osmio con varios pasos de solucidén

salina al 25 % de 5 min cada uno.

La deshidratacién de las células se realizaba con acetona diluida
a concentraciones crecientes: acetona 30 %, 15 min; acetona 50 %,‘
15 min; acetoha 70 %, 15 min; acetona 90 %, 15 min; acetona 100 %,
15 min; abetona 100 %, 30 min. Las céluias deshidratadas se procesaban

para su visién en un microscopio ISI SS-40.

Las micrografias se obtuvieron sobre peliculas Kodak de 2.5
x 3.5 cm, que posteriormente se revelaban en papel fotografico de

la misma marca comercial.



3. 8. Electroforesis en gel de poliacrilamida.

Las separaciones se realizaron a temperatura ambiente en tubos de 8 x
0.5 cm@®, con geles de poliacrilamida al 7.5% y pH 8.3, utilizando solucidn
amortiguadora Tris-HCl en los geles, conteniendo TEMED al 0.46% {(v/v), y so=

lucidén amortiguadora Tris-glicina 40 mM a pH 8.3 como electrolito.

Las muestras (10-50 ug) contenian glicerina al 50% (v/v) y azul de bro-
mofenol al 0.05% (p/v), este Gltimo para visualizar el frente electroforéti-

CO.

El proceso se iniciaba aplicando una corriente continua de intensidad
constante a 1.5 mA/tubo durante 30 min y luego de 3 mA/tubo hasta que el co-

lorante marcador alcanzaba el extremo inferior (&nodo).



RESULTADOS



‘III RESULTADOS

1. Comparacién de los métodos de rotura empleados y niveles enziméticos

en H. mediterranei.

1.1. Rotura mediante Prensa de French (FP).

Las células de H. mediterranei rotas mediante cambio brusco

de presidn en presencia de altas concentraciones de sales, fueron
fraccionadas en una suspensién de células rotas a la que se le deter-
miné directamente 1la actividad MDR, y en una frjaccién citoplasmatica
obtenida por centrifugacién a la que se 1le ensayé las actividades

GDH, MDH y AAT.

Se emplearon diferentes presiones de extrusién, desde 19.200
a 4.800 psi. Las actividades MDR ensayadas en las suspensiones de
membranas rotas se incrementaban al aumentar las presiones, al tiempo
que aumentaban las actividades GDH, MDH y AAT ensayadas en los sobre-
nadantes (Figura 1). Las actividades mas altas se obtuviefon .sometiendo

a las células a una presidén de 19.200 y 14.400 psi.

Es importante resefiar la més lenta liberacidén de la enzima MDH

respecto al resto de enzimas ensayadas, a las mismas presiones de rotura.



Enzima liberado (%)

Figura 1.

Liberacién de enzimas halofilicas mediante rotura
celular con Prensa de French.
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El procedimiento es el descrito en Materiales
y Métodos.

100 % ‘de actividades, obtenidas a 19.200 psi,
fueron 72.5, 316.2, 147.4 y 22.0 mU/mg proteinas,
para MDR (Q), GDH (@), MDH (A) y AAT (A), respectiva-
mente. '

Cada punto representa la medida de determinaciones
por triplicado.



1.2. Desintegracién mediante ultrasonido (UD).
La energia sbénica se empled tambien para la rotura de células

de H. mediterranei. La susceptibilidad a la rotura por ultrasonidos

fue probada teniendo en cuenta los tiempos de exposicién. Las activi-
dades enzimaticas ensayadas en la suspensién de membranas rotas (MDR)
y en los sobrenadantes tras la centrifugacién (GDH, MDH y AAT) fueron
maximas a 90 W de potencia durante un periodo de 4 min, a 4 9C (Figuré
2). Las actividades enzimdticas llegaron a ser mas altas que por

el procedimiento de Prensa de French a 9.600 y 4.800 psi.

Cuando la rotura se 1llevdé a cabo durante un periodo de 8 min
6 tres periodos de 3 min con pausa, el rendimiento descendid. Fue,
en éste sentido, imprescindible el mantenimiento de 1la temperatura

a 0-4 °C para preservar la viabilidad enzimatica.

1.3. Rotura mediante abrasién con aldmina (SS).

El efecto de rotura se consiguié por este procedimiento colocando
1la suspenéién celular en un mortero y adicionando un agente con poderes
abrasivos como la alimina. A pesar del proceso vigoroso de abrasidn,
prolongado a veces durante mds de 10 min, y siempre en frio, la acti-
vidad enzimadtica. en la crema rosacea de la MDR fue ‘muy baja, asi

como las actividades GDH, MDH y AAT medidas en el sobrenadante obtenido



Enzima liberado (%)

‘Figura 2.

Liberacidén de enzimas halofilicas mediante rotura
celular con ultrasonidos.
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El procedimiento es el descrito en Materiales
y Métodos.

100 % de actividades, obtenidas mediante sonicacidn
durante un periodo de 4 min, fueron 68.9, 304.5,
109.2 y 20.2 mU/mg proteinas, para MDR (O), GDH
(@), MDH (A) y AAT (A), respectivamente.

Cada punto representa la medida de determinaciones
por triplicado.



tras la centrifugacién de la fraccién de membrana (Tabla 1).

1.4. Lisis osmbética (OL).

Si una suspensidén de microorganismos se sometia a shock osmético
con solucidén amortiguadora carente de sales, la rotura celular era
efectiva. La concentracién 1 M de KCl era suficiente para provocar
la disgregacién de los mondmeros constituyentes de la pared celular

de H. mediterranei, pero no se inactivaban irreversiblemente las

enzimas citoplasmidticas estudiadas en el presente estudio. Este hecho
fue comprobado cuando estas preparaciones hiposalinas fueron dializadas
contra 2 6 3.5 M de KCl, y fue observada la recuperacién en un 127
a un 150 % de las actividades iniciales de GDH y MDH (Tabla 1 ). La

enzima AAT permanecid inalterable.

1.5. Tratamiento con shock térmico (FT).
Los efectos de la congelacién y descongelacién de células de

H. mediterranei, donde 1la formacién de cristales de hielo intra-

y extracelulares pueden dafiar la célula, fueron ensayados. Por este
procedimiento se observé 1la formacién de distintas fracciones en
los pasos de centrifugacidén y una viscosidad anormal de las mismas.

La incubacién de .estas en presencia de deoxirribonucleasa no modificd



TABLA 1

Actividades GDH, MDH, AAT y MDR despues de la rotura celular mediante

diferentes técnicas de rotura.

sO5Enbdad.gn - oehividad s
Tratamientoa (mU/mg prot) (mU/mg prot)
GDH MDH AAT MDR
SS 66.5 30.4 8.8 26.8
OL 89.6 26.1 4,7 n.d.
oL?:0 M 113.9 34.7 4.1 -
o3 M 133.9 50.3 4.8 —
FT 74.7 38.6 10.1 35.1

a .
Simbolos y procedimientos vienen descritos en Materiales y Métodos.

Indice superior indica la concentracidén molar de los sobrenadantes des-

pues de la didlisis.

n.d.= no detectada.

&

Cada valor representa la medida de determinaciones por duplicado.

36 -



el grado de viscosidad detectado.

Las actividades obtenidas por este procedimiento fueron bajas,.
liberéndose, como siempre, una mayor cantidad de GDH en comparacién
a las actividades MDH y AAT (Tabla 1). Sin embargo, los resultados
obtenidos decepcionaron ya que, con el empleo de un material aislante
que permitiria la formacién de cristales grandes de hielo, solo se

rompieron las células mas que en el método de abrasién con alimina.

2. Purificacidén parcial de la GDH.

2.1. Obtencién del extracto crudo.

La GDH de H. mediterranei se purificé parcialmente a partir

de un extracto libre de células obtenido mediante sonicacién durante
4 min, a 4 °C. El sobrenadante de tonalidad rojiza (debida a los
pigmetos liberados de 1la pared celular) y altamente viscoso (debido
a la alta concentracidén de sales), obtenido despues de la centrifuga-
cién a 167.000 x g durante 45 min, a 15 9C, . fue considerado como
el '"extracto crudo". En todos los experimentos 1llevados a cabo se

emplearon extractos crudos recientes.

4
2.2. Fraccionamiento con sulfato amdnico.

El fin perseguido en el aislamiento o purificacién de enzimas



es eliminar tan completamente como sea posible toda la proteina salvo

la que posee la actividad enzimética especifica deseada.

Pueden prepararse proteinas puras o fracciones de las mismas
modificando cuidadosamente la fuerza iénica de una solucidén proteica
y ajustando el pH de la solucién al punto isoeléctrico de las protei-

nas (€3).

En el caso de las enzimas halofilicas, recientemente se ha descri-
to el empleo de esta técnica mediante la formacién de gradientes
salinos con sulfato ambénico. En nuestros estudios hemos observado
que el sulfato ambénico puede, bajo gradientes determinados, conseguir

la precipitacién de la glutamato deshidrogenasa de H. mediterranei.

Esto es lo que se denomina '"fraccionamiento salinoc secuencial'. Una
aplicacién de este procedimiento consiste en dializar extensivamente
el extracto crudo contra una solucién amortiguadora de sulfato ambnico
1.73 M, centrifugar, y luego adicionar al sobrenadante 1la cantidad
suficienté de sulfato aménico s6lido hasta conseguir una concentracidn
final de 2.4 M. En estas condiciones 1la glutamato deshidrogenasa
se mantiene en el sobrenadante. Se obtienen, asi, una purificacidn
de dos veces y un rendimiento del 91.4 %, tal como en la Tabla 2 se in-

dica.



TABLA 2

Purificacidn parcial de la glutamato deshidrogenasa de H.

mediterranei.

PESkglngs AqEifRs A YA Rato

Purific 9}6n
a ada

Fraccidn umen
tg) (U/mg prot) (U/mg prot T) (%) (veces)

Extracto crudo 340.9 0.229 78.1 100 -
Sobrenadante :
(NH.) SO 1.73 M 270.5 0.264 71.4 91.4 1.2

4°2° 4
Sobrenadante

. . . . 2.0

(NH.).SO. 2.4 M 187.2 0.379 71.0 90.1

4°27 74
Fracciones 6.4  10.932 69.9 89.5 50.0

Sepharose CL-4B




2.3. Cromatografia en Sepharose CL-4B.

El sobrenadante, obtenido de 1la centrifugacién del extracto
llevado a la concentracién 2.4 M de sulfato ambénico tras 1 h de agita-
cién, se hizo pasar por una columna de Sefarosa CL-4B equilibrada
con varios volGmenes de columna de solucibén amortiguadora de sulfato
ambénico 2.4 M. Seguidamente se lavé con un volumem de columna de
la misma solucidén amortiguadora, y despues se aplicé un gradiente
de concentracién decreciente de sulfato aménico (2.4-0.9 M) ‘para
la elucidén de 1la glutamato deshidrogenasa (tambien se ensayaron las
actividades malato deshidrogenasa y aspartato aminotransferasa),

como se indica en la Figura 3.

De todas las fracciones se tomaron y mezclaron solamente las
activas (glutamato deshidrogenasa 50 veces purificada), y fueron
empleadas para la mayoria de los estudios de caracterizacién y otras

propiedades de la enzima.

El procedimiento de purificacién parcial resumido en 1la Tabla
2 , permite obtener una preparacién de glutamato deshidrogenasa
(6.4 mg proteinas) con una actividad especifica de 10.932 U/mg protei-

nas, lo que representa un factor de purificacién de 50.



Actividad enzimdtica (u.e./ml)

Figura 3.

Cromatoérafia hidrofébica en Sepharose CL-4B.

25 50 75

Namero de fraccién

El procedimiento experimental es el descrito en Materiales y Métodos.

El lecho de columna (100 x 1.6 cm) tenia una altura de 40 cm. Se
emplearon 5 ml ‘de extracto 2.4 M de sulfato aménico. El gradiente
de concentracién‘decreciente de sulfato aménico se establecié con
250 ml y 280 ml de soluciones 2.4 y 0.9 M de dicha sal.

Las alicuotas, recogidas mediante un flujo de 20 ml/h, fueron de
5 ml cada una.

——————— gradiente de concentracién decreciente de sulfato aménico.
medida de absorbancia a 280 nm (proteinas).

O O actividad malato deshidrogenasa (MDH).

o] O actividad glutamato deshidrogenasa (GDH).

A A actividad aspartato aminotransferasa (AAT).

1 u.e. (unidad enzimética) = cantidad de enzima que produce un incremen-

tq de DO340 de"9501.por mlnuﬁo.



3. Caracterizacidn y propiedades de la glutamato deshidrogenasa.

3.1. Estabilidad con respecto al tiempo.
La glutamato deshidrogenasa parcialmente purificada puede mante~-

nerse a —-20 2C sin pérdida significativa de su actividad..

La solucidén enzimdtica en solucién amortiguadora de sulfato
ambénico 1.43 M, a pH 6.6, es estable a 3 9C durante 8 semanas. A
temperatura ambiente, la vida media de la actividad es de 48 horas

aproximadamente.

Una repetida congelacién de las preparaciones enzimaticas, asi
como una prolongada didlisis contra soluciones amortiguadoras de
baja fuerza idnica, pueden producir pérdidas significativas de 1la

actividad.

La estabilidad de la enzima no se modifica al cambiar la solﬁéién
amortiguadora de fosfato antes descrita por otra equiValente de Tris-

s

HC1.

3.2. Sistema donador de electrones.
La Tabla 3 muestra como la glutamato deshidrogenasa de H. medi-
terranei wutiliza piridin nucledétidos reducidos como donadores de

electrones. Existe una marcada especificidad de la enzima por el



TABLA 3

Sistema donador de electrones de 1la glutamato deshidrogenasa de

H.mediterranei.

Donador Concentracién (AéBtiv}%?g) eégg%g%ggg
(mM) 77340 (U/mg prot)
NADPH 6 2.560 15.70
NADH 6 0.004 0.03
FADH2 2 0.000 0.00

Acido ascérbico 12 0.000 0.00

las condiciones de medida de la actividad enzimatica fueron las descritas
en Materiales y Métodos. Las preparaciones de glutamato deshidroge-

nasa halofilica contenian 532 ug de proteinas/ml.

- 43 -



NADPH como donador nativo de electrones (la actividad deshidrogenasa

con NADH representa menos del 1 % de la conseguida con NADPH).

3.3. pH o6ptimo.

Tal como indica la Figura 4, la mixima actividad glutamato des-
hidrogenasa se obtuvo a pH 8, A pH mids A4cido o més alcalino la activi
dad disminuia ostensiblemente. E1 empleo de soluciones amortiguadoras
compuestas por fosfatos o Tris al pH 6ptimo indicado fue indiferen-
te para la medida de méxima actividad. En cualquier caso, los efectos ob
servados de inactivacidén a pH diferente al 6ptimo, fueron totalmente re-

versibles.

3.4. Efecto de las concentraciones 6ptimas de sal y pH.

La concentracién de sal al cual las enzimas halofilicas exhiben
maxima actividad es diferente segin el pH y los tipos de sales. Con
el fin de determinar este aspecto de las caracteristicas cinéticas

de la glutamato deshidrogenasa de H. mediterranei, se hicieron estudios

de actividad tomando 3 valores de pH (5, 7.2 y 10), asi como un inter-
valo de concentraciones entre 0.04-4.3 M y 0.04-3.4 M de NaCl y KC1,
respectivamente. Los resultados se expresaron como porcentajes de

méxima actividad (Figura 5).



Incremento de la DO340

Figura 4.

Estudio del pH 6ptimo de la glutamato deshidrogenasa.de H. medi-
terranei.
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La actividad ‘ glutamato -‘deshidrogenasa se ensayd segin se
indica en Materiales y Métodos, pero sustituyendo en su caso
la solucidén amortiguadora Tris-HC1l por los distintos tampones
indicados en - la Figura (acetato (M), fosfato (@), Tris (4),
y glicina (OJ)). En todos 1los casos se empled una preparacién

enzimiatica que contenia 400 ug de-proteinas/ml.

Cada punto representa la media resultante de 3 determinaciones.



Actividad (%)

Figura 5.

Efecto de:la concentracién de sales y el pH sobre la actividad glutamato
deshidrogenasa de H. mediterranei.
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Concentracién de NaCl (M)

La actividad glutamato-deshidrogenasa se ensayd segiin se describe en Ma

teriales y M&todos, excepto la solucibn amortiguadora que se sustituia

por soluciones amortiguadoras de distintos pH (barras negras: pH 5; ba-
rras punteadas: pH 7.2; barras‘blancas: pH 10) y distintas concentracig
nes de sal de NaCl, tal como se indica en el histograma. En todos los -

casos se empled una preparacién enzimitica que contenia 425 ug de prote
inas/ml.



3.5. Efecto de las sales en el pH de las soluciones amortiguadoras.
Debido a la wutilizacién de altas concentraciones de salinas,

hemos estudiado el efecto de la adicidén de sales a 1las soluciones

amortiguadoras, en vista de los cambios drasticos observados en la

preparacién de las mismas.

En la Tabla 4 se observa que existe un cambio de pH, el cual
depende de la especie salina adicionada y la composicién de 1la propia

solucién amortiguadora empleada.

3.6. Temperatura 6ptima.

La velocidad de una reaccidn enzimidtica aumenta al hacerlo las
temperaturas, hasta un punto en el que es inactivado un componente
esencial del sistema. Por 1lo tanto, bajo condiciones especificas
puede descubrirse una temperatura "o6ptima". Al determinar 1la tempe-
ratura O6ptima se encuentran generalmente curvas de dependencia, algo

semejantes a las curvas campaniformes de los pH 6ptimos.

Las actividades enzimaticas, como indica la Figura 6, aumentan
hasta alcanzar un valor maximo a 37 9C,y de nuevo descienden hasta

un valor casi nulo a la temperatura de incubacidén de 80 2C.

1
El declive de la actividad enzimdtica normalmente es el reflejo
de la inactivacidn de la enzima o un compuesto mas termolabil de la mis-

ma.



TABLA 4

Efecto de las sales en el pH de las soluciones amortiguadoras.

Solucidén amortiguadora Sal afiadida pﬁaggégrggdo
(0.05 M) (conc. M)
Fosfato sédico NaCl 4.3 - 1.20
Fosfato sddico NaCl 3.5 - 1.12
Fosfato sédico KC1 3.5 - 0.45
Tris NaCl 4.3 + 0.14
Tris NaCl 3.5 + 0.08
Tris KC1 3.5 + 0.46

48 -



Actividad (%)

Figura 6.

Temperatura O6ptima para el ensayo de la actividad
de la glutamato deshidrogenasa de H. mediterranei.

100

80

40

20

1 1 1 1
20 40 60 80
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Las actividades se ensayaron a las distintas tempe-
raturas empleando el procedimiento esténdar descri-
to en Materiales y Métodos. Los resultados se
expresan como porcentaje de actividad referida
a la temperatura éptima (37 ¢C). En todos 1los
casos se empled una preparacién enzimatica que

contenia 400 uyg de proteinas/ml.

Cada punto representa la media resultante de 3
determinaciones.



3.7. Estabilidad a distintas temperaturas.

Una molécula enzimdtica es wuna estructura fragil y delicada,
un aumento de la temperatura por encima de la 6ptima supone normalmente
una disminucién de la estabilidad enzimdtica, lo que se traduce en

una pérdida de actividad catalitica.

No solo la temperatura, sino que tambien la duracidén del tiempo
de incubacidén son factores decisivos en el proceso de inactivacidn
enzimatica. Asi, tal como la Figura 7 muestra, a temperaturas supe-
riores de 50 2C se produce una disminucién significactiva de estabili-
dad de la glutamato deshidrogenasa halofilica, ocurriendo la inactiva-
cidén total a partir de los 80 °C. Del mismo modo, el incremento en
el tiempo de incubacidén, incrementando la exposicidén a las condiciones
desnaturalizantes, disminuye la capacidad de estabilizacién de 1la

enzima en las condiciones de ensayo descritas (Figura 8)}.

3.8. Aplicacién de la Ecuacidn de Arrhenius.
Arrhenius propuso una relacidén empirica para describir el efecto

de la temperatura sobre la velocidad de una reaccidn:

1
VM = ———mm—me e —=—
log Vm 57303 % R X T + constante

donde,

Vm es la velocidad méxima de la reaccidn.



Actividad especifica (U/mg prot)

Figura 7.
Estabilidad térmica de la glutamato  deshidrogenasa
de H. mediterranei.

A 10 min incubaciédn
A 30 min incubacién
O 60 min incubacidn

60 70 80 90

Temperatura (2 C)

Preparaciones enziméticas (400 ug de proteinas/ml)
se sometieron a las temperaturas y tiempos indicédos.
Posteriormente se enfriaban rapidamente en hielo durante
10 min, y se les determinaba 1la actividad enzimatica

segin se describe en Materiales y Métodos.

UNIVERSIDAD DE SEVILLA
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Incremento DO340
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Figura 8.

Efecto del tiempo de incubacién en la inactiva-

cién térmica de 1la glutamato : deshidrogenasa
de H. mediterranei.
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El procedimiento es el mismo que el de Figura 7.



Ea es la energia de activacidén del sistema.
R la constante de los gases (1.98 cal x K—l x mol_l).

T la temperatura medida en 2K.

Entre O y 37 °C (temperatura &6ptima) los valores de velocidad
maxima representados seglin la ecuacidén de Arrhenius se ajustaron

a una recta (Figura 9).

A partir de la pendiente de dicha recta, se obtuvo un valor
de 3.282 Kcal/mol para la energia de activacién de la reaccidén cata-
lizada de aminacién reductiva de 1la glutamato deshidrogenasa de

H. mediterranei.

Utilizando los resultados anteriores y mediante la férmula:

10 x Ea
2,303 xR x Tl x T

log Q4 = >

se calculd el valor QlO para el intervalo de temperaturas 20-30 2C

(Q

10 Se define como el factor por el cual se incrementa la constante
de proporcionalidad al aumentar la temperatura de una reaccidn

10 oC), resultando un valor de 0.075.

3.9. Parémetros cinéticos.
Se estudid él comportamiento cinético de la glutamato deshidro-

genasa de H. mediterranei con respecto a sus sustratos y coenzima.




log Vméxima

Figura 9.

Representacidén de la ecuacidén de Arrhenius.

1.2k

1/T (QK"lx 103)

Preparaciones enzimiticas (420 ug de proteinas/
ml) se preincubaron a distintas temperaturas
(entre 0 y 37 2C) durante 10 min. Posteriormente
se llevé a cabo la medida de 1lss actividades

[

enzimdticas segin Materiales y Métodos.



3.9.1. Determinacién de la Km para el a-cetoglutarato.

En todos los casos de determinacién de 1la Km, se mantuvieron
a concentraciones fijas el resto de componentes de la reaccidn. enzi-
matica, modificando en un amplio rango la concentracién del componen-—
te considerado como variable. Siempre se empleaban concentraciones

saturantes para la enzima.

Considerando en este apartado como variable el a-cetoglutarato,
en la Figura 10 se puede observar la relacién velocidad/concentracién
de sustrato, donde a medida que se incrementa la concentracién de
a-cetoglutarato aumenta tambien la velocidad de la reaccién (siendo
lineal a bajas concentraciones), llegando a la concentracién de satu-

racidén al mantenerse la velocidad constante (Vméxima).

Mediante la representacién de Lineweaver-Burk (relacién 1/v
con respecto 1/8), deacuerdo con el cidlculo de las velocidades inicia-
les de reaccién obtenido segin 1la Figura 16, se obtiene para el
a-—cetoglufarato una Km de 4 mM, y una velocidad maxima de 16.7 umol

., =1 -1 .
x min "x mg = (Figura 11).

3.9.2. Determinacién de la Km para el cloruro amdnico.
Del mismo mbdo que en el caso anterior (3.9.1.), a partir de

los resultados obtenidos en la Figura 12 (relacién velocidad/concen-
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Las condiciones experimentales son las descritas en Materiales
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tracién), la Figura 13 muestra una representacién de Lineweaver-Burk,
donde la Km hallada presenta un valor de 55.5 mM y una velocidad

méxima de 17 umol x min_lx mgﬁl.

3.9.3. Determinacidén de la Km para el NADPH.

Manteniendo constantes las concentraciones O6ptimas de reaccidén
de los sustratos de la glutamato deshidrogenasa halofilica, y siguien-
do el modelo de protocolo descrito en los apartados 3.9.1. y 3.9.2.,
se estudié el comportamiento de la enzima en estudio frente a dis-
tintas concentraciones de coenzima donador de electrones (Figura
14). De los resultados, y tras la representacién de Lineweaverf-Burk,
se obtuvieron el valor de Km 0.04 mM y el valor de velocidad maxima
20 umol x min"1x mg_l (Figura 15).

3.10. Inactivacién y reactivacién por cambios en la concentracién
de sales.

La enzima activa es completamente inactivada mediante didlisis
contra una solucidén amortiguadora de fosfato sin sales. La inactiva-
cidén tiene lugar de forma paralela a la disminucién en la concentra-
cién de sales de la preparacién enzimédtica. E1 proceso de reactiva-
cién de la enzima inactivada se 1llevé a cabo adicionando a cada una

i

de las soluciones cantidad suficiente de NaCl hasta obtener concentra-
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Las condiciones experimentales son las descritas en Materiales
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ciones finales 4.3 M. El1 pH 6ptimo de reactivacién fue de 7.2, y

la temperatura entre 25-30 °C.

La reactivacidén se puede considerar satisfactoria a partir de
preparaciones enzimafticas con una concentracién final de sales 1
M, donde el porcentaje de reactivacién llega a ser 80.95 % (Tablas
5 y 6). Este hecho es de gran importancia en el momento de la prepara-—
cibén de electroforesis en gel de poliacrilamida, cuando dicha técnica es
posible llevarse a cabo a 1 M de NaCl 6 KCl1 y luego reactivar lla
enzima en el mismo gel para su deteccién "in situ". Por el contrario,
en el caso de las preparaciones enzimi&ticas llevadas hasta uha concen—
tracién final de O M de sales, solo se consigue una reactivacidén

del 8.43 %.

La Figura 16 representa gréficamente el proceso de inactivacién

y reactivacidén enzimitica por la eliminacibén y adicién de sales.

3.11. Efe_cto de diferentes aniones y cationes.

Las enzimas halofilicas se sabe que son activas en presencia
de altas concentraciones de NaCl, KCl y otras sales. Para determinar
el efecto de estas sales sobre la actividad glutamato deshidrogenasa

'3 ¢, 3 . s
de H. mediterranei, los ensayos para la aminacidén reductiva del ceto-




TABLA 5

Inactivacidn por la eliminacién de sales de la glutamato deshidrogena-

sa de H. mediterranei.

dad ctividad

Concentracidn eégg%¥%1ca eépe01%1ca Inactivacién
molar NaCl (U/mg prot) (%) (%)

4.3 9.88 100.00 )

3.0 6.82 69.03 30.97

2.0 6.12 61.94 38.06

1.0 3.76 38.06 61.94

0.5 3.06 30.97 69.03

0] 0.47 4.75 95.25

Las condiciones de medida de la actividad enzimitica fueron las descri-
tas en Materiales y Métodos. Las preparaciones de glutamato deshidro-

genasa halofilica contenian 400 ug de proteinas/ml.



TABLA 6

Reactivacidén por la adicidn de sales de la glutamato deshidrogenasa

de H. mediterranei.

. 2 Activijdad e 1%1ad ' . . 2 Inactl acjién
Concentracidn espe01%1ca g %1va a Reactivacidn g 1
molar NaCl (U/mg prot) (U/mgﬁprot) (%) (%)
4.3 9.88 9.88 100.00 0
3.0 6.82 9.17 92.80 7.2
2.0 6.12 8.94 90.48 9.5
1.0 3.76 7.99 80.87 19.1
0.5 . 3.06 7.06 71.44 28.6
0 0.47 0.94 9.51 90.5

Las condiciones de medida de la actividad enzimdtica fueron las des-
critas en Materiales y Métodos. Las preparaciones de glutamato deshidro-

genasa halofilica contenian 400 ug de proteinas/ml.
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Figura 16.

Inactivacidn y reactivacién por cambios en la concentracién de sales
de la glutamato deshidrogenasa de H. mediterranei.
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Preparaciones enzimlticas (425 ug de proteinas/ml) fueron dializadas
contra soluciones amortiguadoras conteniendo diferentes concentracio
nes de sal de NaCl, tal como se indica en el histograma. Posterior--
mente se les afiadia a las preparaciones dializadas una cantidad sufi
ciente de NaCl ‘'s6lido hasta alcanzar la concentracién final de 4.3 M.
La actividad glutamato deshidrogenasa se media en las distintas pre-
paraciones despues de cada paso de inactivacién (barras punteadas) y

reactivacién (barras blancas).



glutarato se llevaron a cabo en la presencia de las siguientes sales:

NaCl (0.5, 1, 2, 3 y 4 M), KCL (0.5, 1, 2 y 3.5 M), K80, (0.25,

4

0.5y 1 M), Na,s0, (0.26, 0.5, 1 y 1.5 M), KNO_. (1, 2, 3 y 3.5 M)

3
y NaNO3 (1, 2, 3y 3.5 M).

En la Figura 17 se expresa el comportamiento .de 1la glutamato
deshidrogenasa halofilica frente a 1las distintas concentraciones

de sales indicadas.

3.12. Efecto de la relacidén NaCl/KC1.

Uno de los estudios realizados para la optimizacién de las condi-
ciones de extraccién y medida de la glutamato deshidrogenasa halofi-
lica, ha sido determinar el efecto de 1la concentraciéon de NaCl y
KCl sobre la actividad enzimatica en el momento de la rotura de 1la
pared celular. Los resultados invitan a la eleccién de la concentra-

cién de sal adecuada para la extraccidn y estabilizacidén de la enzima.

El procedimiento consistia en romper una cantidad determinada
de células himedas bien lavadas, que se resuspendian en splucién
amortiguadora de fosfato 0.05 M con NaCl o KC1l a distintas concentra-
ciones,a pH 7.2. Tras la rotura y centrifugacién, los sobrenadantes
se emplearoh para determinar la actividad glutamato deshidrogenasa

contenida en los mismos, tal como la Tabla 7 indica.
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Figura 17.

Efecto de diferentes aniones y cationes sobre la actividad
glutamato deshidrogenasa de H. mediterranei.

Concentracién de la sal (M)

Preparaciones ‘enziméticas (425 pug de proteinas/ml) fueron
ensayadas tal como se describe en Materiales y Métodos,
excepto que la solucién amortiguadora fue sustituida en
su caso por otra de concentracién de sales diferente
(NaCl (W), KCi (0d0), Na_SO, (a), K _SO (A)). Con las sales

2 4 2 74
de NaNO3 y KNO_ no presentaban actividad.
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TABLA 7

Efecto de la relacidn NaCl/KCl sobre la actividad glutamato deshidro-

genasa de H. mediterranei.

Relacidén NaCl/KCl 4/0 3/1 2/2 1/3 0/4

% actividad 384 74 72 78 100
glutamato deshidrogenasa b84 65 62 67 100

a
Actividad glutamato deshidrogenasa medida en presencia de NaCl 4 M.

b
Actividad glutamato deshidrogenasa medida en presencia de la mezcla

sales respectiva.

La relacién de sales es con respecto a concentraciones molares.

100 % actividad correspondié a 50.4 mU/mg proteinas.

de



3.13. Especificidad en el sustrato.

En condiciones fisiolbgicas, las enzimas se encuentran reguladas
por muchos factores, entre 1los cuales cabe destacar 1la presencia
de otros sustratos que son susceptibles de sufrir catalisis. Otros
son capaces de inactivar reversible o irreversiblemente a la enzima
(como el propio sustrato). En este sentido, en la Tabla 8 se indica
el comportamiento de distintos sustratos de analogia estructural
al a-cetoglutarato, sustrato de eleccidén en el sentido de aminacidn

reductiva por las glutamato deshidrogenasas.

3.14. Analisis electroforético.

Se realizdé una electroforesis en gel de poliacrilamida al 7.5
% y pH 8.3, de todas las fracciones obtenidas en los pasos de purifica-
cién de la glutamato deshidrogenasa halofilica (Fotografia 2). Puede
observarse que el gel A (extracto crudo) presenta un nimero de baﬁdas
de proteinas muy alto, mientras que los geles B (fraccién de Sepharose
CL-4B dializada contra 1 M de KCl) y C (fraccidn de Sepharose - CL-
4B sin dializar) presentaron 4 bandas bien definidas, sin afectar
la dialisis el comportamiento electroforético de las enzimas. Este
aspecto muy interesante para futuras detecciones "in situ" de la

actividad enzimatica.



TABLA 8

Especificidad del sustrato de la glutamato deshidrogenasa de H. medi-

terranei.

Sustrato Actividad (%)
a-cetoglutarato 100
p-hidroxifenilpirivico 60
Oxaloacetato 20
Piravico 0
Glioxilico 0

Las condiciones de medida de actividad enzimadtica fueron las descri-
tas en Materiales y Metodos.

Las concentraciones de los sustratos en todos 1los casos fueron 50
mM concentracidén final en cubeta.

100 % actividad correspondié a 63.1 mU/mg proteinas.
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FOTOGRAFIA 2

El procedimiento experimental es el descrito en
Materiales y Métodos.
Tubo A (separacién de extracto crudo): tubo izquierdo.
Tubq B (separacién de fraccién de Sepharosa CL-4B):
tubo central izquierdo.
Tubo C (separacién de fraccién devSepharosa CL-4B diali-
zada contra 1 M KC1): tubo central-derecho.

Tubo D (control): tubo derecho






DISCUSION



IV DISCUSION

A. PURIFICACION

Los resultados anteriormente descritos han aportado datos acer-

ca de alguna de las propiedades fundamentales de la glutamato deshidro-

genasa de H. mediterranei habiendose purificado y caracterizado parcial-

mente dicha enzima.

El organismo utilizado en este trabajo, H. mediterranei, se pue-

de cultivar en medios liquidos con una composicién salina definida (78)
utilizando como fuente de carbono extracto de levadura. El rendimiento
obtenido en estos medios de cultivo liquidos es 15-17 g de peso hiimedo
celular por litro, lo que es un resultado muy satisfactorio si se compa-

ra con el obtenido con otras especies, como es el caso de H. marismortuii

que fue de 8 a 10 g (3, 22) y de H. salinarium que fue de 9 g (29) en

la misma cantidad de cultivo en un tiempo similar de crecimiento. Hay
autores como qumes y col. (28) que defienden la hipStesis de que un
gran volumen de indéculo en fase logaritmica de crecimiento aumenta el
rendimiento de un cultivo ya que uno pequefio da lugar a largos periodos

de iniciacién y baja produccién celular.
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En el presente trabajo se ha podido observar que al menos es-
ta especie presenta un comportamiento que no es exactamente el mismo,
ya que con pequefios volimenes se han obtenido repetidas veces buenos

crecimientos.

Una vez recogidas las células y obtenidos los extractos celu-
lares se procede a la purificacién parcial de la proteina objeto de

nuestro estudio.

La eleccién de un método de rotura para la liberacibén y extrac-
cién de la enzima es el primer problema qgue debemos acometer. Hay mu-
chas técnicas disponibles, pero no todas son aptas para el trabajo con
microorganismos a gran escala. Son numerosas las restricciones inheren-
tes a la propia técnica, al instrumental y también al tiempo requerido,
factores de gran importancia en los procesos de aislamiento de grandes
cultivos celulares. Variados son los métodos efectivos de rotura descri-
tos, como por ejemplo la sonicacién, enfriamiento~calentamiento, abra-
sién, etc.; sin embargo el grado de extraccién.de estas y otras técni-
cas en muchos casos no es préctico y en otros el resultado es inadecua-

¢

do (14).



Segin nuestra experiencia es muy importante tener en cuenta
estos hechos, sobre todo por las caracteristicas peculiares de la pared

celular de las halobacterias, y muy particularmente de H. mediterranei

(49, 62). Los 25-85 nm de grosor de la pared celular de H. mediterranei

(78), unido por un lado a la circunstancia de que los enzimas haloffli-
cos son sensibles a medios con fuerza idnica baja y por otro que el uso
de los métodos de rotura convencionales, descritos en los procesos de
purificacién de enzimas haléfilas (16, 17, 38), sin tener en cuenta las
bajas temperaturas (61), hacen que la posible inactivacién de las enzi-
mas tenga una enorme influencia sobre los objetivos fundamentales de
la eleccién de un método optimo de rotura, que es la liberacidn de la

proteina en estudio con un alto rendimiento de su actividad enzim&tica.

Tal como se ha expresado en los resultados, las técnicas de
rotura han sido vigorosas, empleandose una gran variedad de instrumen-
tos y mé&todos . Seglin tales resultados, sin duda la técnica de rotura
mediante Prensa de French fue la mejor (comparacién de resultados entre
Figura 1, Figura 2 y Tabla 1). A la presién de extrusidn de 19.200 psi
la actividad especifica glutamato deshidrogenasa fue 316,2 mU/mg protei-

nas, cantidad superior a las encontradas previamente en H. marismortuii

(50) y en H. salinarium (1).




Se ha podido observar que la actividad menadiona reductasa, en-
zima utilizada como actividad control para la rotura de células, fue de
72,5 mU/mg proteinas y es asi mismo la m&s alta encontrada entre los dis-
tintos métodos, siendo un dato esclarecedor de una vasta rotura celular,
ya que esta enzima se encuentra unida a la membrana y solo es accesible

desde el interior de la célula (25).

Por otra parte, las actividades especificas de mAlico deshidro-
genasa y aspartato-aminotransferasa, 147,4 y 22,0 mU/mg proteinas, respec-
tivamente, fueron también las més altas encontradas, si bien hay que hacer
notar que esta Gltima se encuentra parcialmente inhibida en extractos cru-
dos, inhibicibén que desaparece al calentar las muestras a 50°C durante 10
minutos. Este hecho puede explicar las actividades tan bajas anteriormen-

te descritas.

La desintegracién por ultrasonidos, particularmente durante
4 minutos a 0-42C y 90-100 W de potencia, fue también un método de e-
leccidén para la obtencién de extractos acelulares. Y esta idea proviene
de los resultados descritos en la Figura 2, donde se puede observar que
la actividad especifica obtenida para la glutamato deshidrogenasa fue

304,5 mU/mg proteinas, muy préxima a la mencionada anteriormente. L&gi-

camente, las actividades m&lico deshidrogenasa, aspartato-aminotransfe-
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rasa y menadiona reductasa fueron también algo menores.

El resto de los métodos quedan todos muy lejos de nuestras ex—
pectativas, sobre todo cuando distintos autores los han utilizado como
procedimientos aceptables en el primer paso de purificacién de diferen-
tes enzimas halofilicas. Asi, Leicht et al. (50) emplearon el shock os-

mético para romper células de H. marismortuii, Gradin et al. (22) emplea-

ron la técnica de rotura mediante enfriamineto-calentamiento con nitré-
geno liquido con células de H. halobium, y De Medicis et al. (61) que

emplearon alGmina levigada para romper células de H. cutirubrum.

Sin embargo, tal como la Tabla 1 indica, las actividades obte-
nidas son muy bajas en comparacién con los dos primeros métodos de elec-
cién. Siendo importante resefiar la inactivacién irreversible de la enzi-
ma control '"menadiona reductasa" en el procedimiento de shock osmdético

cuando la concentracién de sales se bajé hasta 1 M de cloruro potésico.

Sin duda, la disyuntiva que aqui aparece, es la eleccidén del mé-

todo 6ptimo para la rotura de células de H. mediterranei, entre la Pren-

sa de French y la sonicacién. Hay muchos factores que inclinan la deci-

58i6n hacia el método de rotura mediante gradual extrusién de las células.



Y no solo porque se demuestra una liberacién mayor de enzimas citoplas-
maticas, sino también porque la temperatura de las muestras es f&cilmen-
te controlada (la temperatura del efluente de la vAlvula de salida alcan-
za entre 5-10°C, que se enfria rapidamente manteniendo el tubo colector

en hielo), una minima cantidad de inactivacién enzimitica ocurre duran-

te el proceso, y la extensidén de la rotura no estf influenciada por la
densidad de la suspencién celular (aunque se prefieren suspensiones con-
centradas) (29). Por otro lado en el caso de rotura celular por sonica-
cidn se pueden alcanzar altas temperaturas que inactivarian las enzimas
por lo que esta se ha de controlar sumergiendo en hielo el contenedor con
la suspensidén celular. Se ha observado due la eficiencia de la rotura dis-
minuye considerablemente en suspensiones muy densas por lo que estas han
de ser diluidas convenientemente, y los fendmenos de cavitacidén promueven
los fenbémenos de oxidacidén de algunas enzimas por lo que es aconsejable
afladir un reductor (39). Sin embargo la técnica es barata, ripida y f&cil,
por lo que el método de eleccién para la obtencién de extractos crudos de

H. mediterranei fue el de rotura mediante desintegracién con ultrasonidos.

Empleando esta técnica, los extractos acelulares fueron sistemi-
ticamente obtenidos para la purificacién parcial de la glutamato deshidro-

genasa. En este sentido, la principal dificultad que se presenta a la



hora de la purificacibén de un enzima en bacterias héléfilas es la ines-
tabilidad de estas proteinas a bajas concentraciones salinas (38). Las
técnicas més comuﬁes de purificacibén se desarrollan bajo condiciones que
causan la pérdida de la estructura terciaria y por ello de la actividad de
estas. Algunas enzimas halofilicas como la ornitina carbamoil transferasa

de H. salinarium (16), pueden ser protegidas de la inactivacién en solu-

ciones de baja fuerza idnica por adicidén de sustrato. Otras enzimas halo-

filicas como la malato deshidrogenasa de H. salinarium (29) e isocitrato

deshidrogenasa de H. cutirubrum (32) fueron purificadas bajo condiciones

de hiposalinidad. Pero en tales condiciones, la reactivacién enzim&tica
tras la exposicién a altas concentraciones salinas no es un proceso simple,
puesto que se refleja un cambio conformacional de la molécula (33), e in-

cluso un comportamiento electroforético anémalo (32).

Por estos motivos se llevd a cabo la purificacién parcial de la

glutamato deshidrogenasa de H. mediterranei en condiciones préximas a las

fisiologicas, manteniendo la fuerza iénica del medio lo suficientemente al-

ta para la estabilidad enzimAtica durante el procedimiento.

El primer paso de la purificacién ha sido el fraccionamiento con

sulfato ambénico en dos etapas, siguiendo el principio de precipitacién



fraccionada o salting out de proteinas (51).

La primera de las dos etapas se basa en el hecho de la buena es-
tabilidad que se consigue para las enzimas halofilicas en soluciones amor-
tiguadoras conteniendo sulfato aménico (18). El mismo sulfato amdnico fue
al menos tan efectivo como el cloruro sédico o el cloruro potésico en la
estabilizacién de la glutamato deshidrogenasa cuando se empled a una fuer-
za ib6nica similar, y por lo tanto a una concentracién de 2 a 3 veces me-
nor (66). Bajo las condiciones de didlisis del extracto crudo contra una
solucidn amortiguadora 1,73 M de sulfato ambnico, se consiguié purificar
1,2 veces la glutamato deshidrogenasa, siendo el rendimiento de esta eta-

pa del 91,4%.

Siguiendo>con la segunda etapa del fraccionamiento con sulfato
ambénico, con la intencidn de eliminar una mayor cantidad de pigmentos y
proteinés contaminantes, la concentracidn de dicha sal en el extracto dia-
lizado contra 1,73 M, se subié hasta 2,4 M mediante la adicibén de sulfa-
to ambnico s6lido. Bas&ndose esta metodologfa en los resultados aportados
por Mevarech et al. (64), los cuales indicaban una curva de solubilidad
para el sulfato ambénico donde la glutamato deshidrogenasa no precipitaba
mientras no se superaba la concentracién de 2,8 M de sal. Bajo estas co-

diciones se consiguid purificar dos veces la enzima, siendo el rendimien-



to de esta etapa del 90,1%.

El conjunto de ambas etapas fue similar a las encontradas para

la enzima malato deshidrogenasa de H. marismortuii (65), la piruvato qui-

nasa y la isocitrato deshidrogenasa de H. cutirrubrum (61, 32), aunque

los porcentajes de recuperacidn fueron inferiores a nuestros resultados.
Por otra parte, la precipitacién con solventes orgénicos fue desechada

tras observar los resultados tan exiguos de otros autores (29).

Una separacidén mayor de la glutamato deshidrogenasa fue lleva~-
da a cabo mediante la adsorcidén a un soporte sb6lido de Sefarosa CL-4B y
posterior elucién (Fig. 3). En este sentido Mc Parland (60) observé que

la fosfatasa alcalina de H. salinarium fue particularmente adsorbida a

un gel de Sephadex G-50 en soluciones concentradas de sulfato aménico,
método que fue posteriormente adaptado para separar la fosfatasa alcali-

nay foéfodiesterasa de H. cutirubrum sobre geles de agarosa (18). Mis

recientemente Mevarech et al. (63, 64) fueron capaces de purificar des-
hidrogenasas de una halobacteria extrema mediante adsorcién a columnas
de Sefarosa 4B gen presencia de sulfato aménico 2.6 M seguida de una elu-
cidén con un gradiente de concentracién decreciente del mismo sulfato amé-

nico.



La enzima discutida en el presente trabajo de investigacidén fue
completamente adsorbida a Sefarosa CL-4B (m&8 resistente a las condicio-
nes de ensayo que la Sefarosa 4B (72)) en 2,4 M de sulfato ambdnico, y pu-
do ser eluida empleando un gradiente de concentracién decreciente 2,4-0,9
M de sulfato ambnico. La fraccién de mixima actividad eluyé cuando se al-
canzd la concentracién de 1,43 M de sulfato aménico (Fig. 3). Bajo estas
condiciones se consiguid purificar 50 veces la enzima, siendo el rendi-
miento del 89,5%, muy alto cuando se compara con el obtenido con la Sefa-
rosa en la purificacién de otras enzimas halofflicas (18, 34, 38, 61, 63,

64).

Es caracteristico de estas columnas de Sefarosa el hecho de que
pueden ser usadas de forma repetitiva tras volver a equilibrarlas con so-
lucidén 2,4 M de sulfato ambénico. Adem&8s admiten flujos altos para el desa-~
rrollo de los gradientes sin compresidén de los geles. Este procedimiento
puede ser aplicado a soluciones de proteiﬁas muy diluidas, ya que a 2,4 M
de sulfato aménico casi todas las proteinas halofilicas son retenidas en
Sefarosa. Esta propiedad también puede ser usada para una. ripida concen-
tracién de proteinas halofflicas incluso en soluciones que contengan tan-
to 1,6 M de cloruro s&dico como 2,4 M de sulfato aménico (64). Otra ven-—

taja de este método se basa en el hecho de que durante la adsorcibn y



elucién las proteinas remanentes en solucidén y efectos adversos tales
como pérdida de actividad irreversible, que pueden ser causadas por pre-

cipitacién, son eliminadas (63).

Puesto que los geles de Sefarosa no estin cargados y ademés las
proteinas se adsorben en sulfato aménico 2,4 M, est& claro que ninguna
fuerza electrostitica estd involucrada en la unidén de las proteinas al

gel.

Adem&s este método requiere la intervencién de altas concentra-
ciones de aniones tales como el sulfato que dan lugar a uniones fuertes
entre la Sefarosa y las proteinas halofflicas no ocurriendo asi en el ca-
so de aniones como el cloruro que da lugar solo a uniones de una fuerza
media (63). Las interacciones que se producen en la adsorcién de enzimas
halofflicas en Sefarosa son por tanto muy probablemente de naturaleza
hidrofébica pura, pues ademis como es bien sabido este tipo de interac-
cidén esta favorecido por altas concentraciones de aniones capaces de in-
tervenir en la formacibén de estructuras, como es el caso del sulfato a-

ménico (92). .

Algunos autores (15, 77) han utilizado Sefarosa sustituida con



aminodcidos y aminas aromdticas pudiendo asi reducir las concentraciones
de aniones (sulfato o fosfato) usados en el fraccionamiento proteico.
Presumiblemente la Sefarosa no sustituida es suficientemente no polar con
respecto a la retencidén de proteinas halofilicas a 2,4 M de sulfato amé-
nico.

Como dato importante hay que sefialar que ninguna proteina excep-
to las halofilicas harn podido ser retenidas en Sefarosa no sustituida
bajo estas condiciones. Ademis, es interesante hacer notar que de forma
similar al RNA transferente, las proteinas halofilicas estéin en general
negativamente cargadas (49) debido é un exceso de grupos &cidos en por-

centajes tan altos como 17-18 mol% (75).
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B. CARACTERIZACION Y PROPIEDADES

Con la enzima glutamato deshidrogenasa de H. mediterranei puri-

ficada 50 veces se estudiaron distintos aspectos relacionados con su ca-

racterizacién y propiedades.

Aunque siempre, para todos los ensayos se emplearon preparacio-—
nes enzimiticas recientes, se estudi6 la viabilidad de la glutamato des-
hidrogenasa con respecto al tiempo, determinando la vida media de la en-
zima en condiciones de baja concentracién de sal de sulfato aménico (1,43
pero de fuerza idnica 4,44 mol.Kg_l, similar a la que se alcanzaria con
una solucién de cloruro sddico a una concentracién 4,3 M. En estas con-
diciones la enzima se mantuvo casi sin pérdida de actividad durante 8 se-
manas a 4 o -202C. Estos resultados estéin de acuerdo con las conclusiones
de Fitt y Baddoo (18) quienes indicaron la buena estabilidad que se con-
sigue para las enzimas alcalino fosfatasa y fosfodiesterasa de H. cutiru-
brum en soluciones amortiguadoras conteniendo sulfato aménico a alta o ba-

Jja concentracidn, excepto la malato deshidrogenasa de H. marismortuii, la

cual necesita ademfs la presencia de NaDH' para su estabilizacién (3).

4

Debido a las diferencias observadas en el comportamiento cinético

M)



¥ la respuesta a distintas concentraciones de sales de algunas enzimas
halofilicas, como la treonina desaminasa y malato deshidrogenasa de H. cu-
tirubrum (29, 51) frente al pH, hemos observado que la glutamato deshidro-

genasa de H. mediterranei presenta un comportamiento similar a estas.

Segiin la Figura 4, se puede observar que el pH O6ptimo en el sentido reduc-
tivo al cual presenta maxima actividad la glutamato deshidrogenasa se en-—
cuentra entre 7,5-8, a la concentracién 3,87 M de cloruro sbédico. Sin
embargo segin la Figura 5 a pH francamente alcalino (pH 10) la glutamato
deshidrogenasa se muestra como una enzima moderadamente halofilica, es: de-

cir no requiere tan alta concentracién de sales para su actividad méxima.

El efecto del pH puede ser entendido como un efecto de unidn de
iones (ion binding) (46), es decir neutraliza un efecto que se produce de-
bido a las repulsiones electrotiticas internas de residuos cargados. En
la presencia de altas concentraciones de sales el efecto de repulsidn e-
lectrostatica de cargas queda disminuido (46), y la actividad depende en
menor cuantfa del pH (segilin la Figura 5, a la concentracién 4,3 M de clo-
ruro sédico o cloruro potésico, la actividad enzimAtica es précticamente
la misma a pH 5 0 7.2 o 10). Sin embargo a bajas concentraciones salinas
las repulsiones electrostéticas internas de residuos cargados aumentan,

quedando la atmbésfera ibnica del microambiente del centro activo a expen-
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sas del pH del medio. En este aspecto desempeﬁan un papel crucial los
grupos adyacentes al centro activo ya que, como se ha discutido, la unidn
a los mismos de cationes, tales como Na' o K+, puede afectar el pK de di-
chos grupos y por lo tanto modificar el pH 6ptimo para la glutamato des-

hidrogenasa halofilica.

La alta actividad encontrada a la concentracién 1,7 M de cloruro
sbdico o cloruro potésico, fundamentalmente a pH alcalino, en presencia
de sustratos y coenzima puede interpretarse como un efecto protector en
tales condiciones de baja fuerza iénica (6, 10). Las interacciones ién-ién
son menores y la capacidad protectora y estimulante de la actividad son
mayores, por lo que dificilmente se reflejan estos efectos a alta fuerza
i6énica. Presumiblemente la vida media de la enzima sea mucho menor a ba-
ja salinidad (resultados en estudio y no incluidos en el presente trabajo
de investigacién). Es por ello que en condiciones fisiol8gicas los micro-

organismos hal6filos prefieran medios altamente salinos.

Con respecto al comportamiento de la glutamato deshidrogenasa de

H. mediterranei frente a la temperatura, la Figura 6 muestra la temperatu-

ra 6ptima para la reaccién de aminacién reductiva del a-cetoglutarato.

El valor de 37°2C para la actividad éptima coincide con la temperatura



6ptima de crecimiento del microorganismo. A 50¢C la enzima mantiene el
95% de su capacidad, por lo que claramente, al igual que la alanina des-

hidrogenasa de H. salinarium (38), presenta la glutamato deshidrogenasa

en estudio un alto caréacter termofilico.

Existen otras enzimas halofilicas, como la fosfatasa de H. cuti-
rubrum que tienen una temperatura 6ptima de ensayo entre 55 y 65¢C (26),
¥y por el contrario la piruvato quinasa también de la misma halobacteria,
que no es estable a 502C (61). En realidad, la respuesta diferente a la
temperatura depende del microambiente tan distinto para cada una de las

enzimas en su hfbitat.

Los estudios de estabilidad térmica se.realizaron en presencia
de cloruro sbédico 4,3 M. Asi las Figuras 7 y 8, muestran como la glutama-
to deshidrogenasa no pierde actividad tras su incubacidn a 609C durante
una horé, y como a 80°C durante 10 minutos todavia es capaz de mantener
las dos terceras partes de la misma. Estos hechos corroboran la termofili-

a de la glutamato deshidrogenasa de H. mediterranei, comin a otras enzi-

mas haloffilicas.

Profundizando en el efecto de la temperatura sobre la velocidad



de la reaccidén de aminacibdn reductiva que cataliza la glutamato deshidro-
genasa halofilica, se calculd la energia aparente de activacién del sis-
tema haciendo una representacién esquemética de la ecuacidén integrada de
Arrhenius. Las temperaturas empleadas estuvieron comprehdidas entre O y
372C. Tal como se muestra en la Figura 9 de la pendiente de esta represen-
tacidén (—Ea/2,303 R) se obtiene un valor para la Energia de activacién de
3,3 Kcal/mol (13,8 KJ/mol) el cual es muy inferior a las encontradas pa-

ra la glutamato deshidrogenasa y malato deshidrogenasa de H. marismortuii

de 65 y 33 Kcal/mol o 271,7 y 137,94 KJ/mol respectivamente (50, 73). Lo
cual es indicativo del escaso incremento de energia calorifica que requie-

re la reaccidén en presencia de glutamato deshidrogenasa.

Por otra parte también se estudiaron los parémetros cinéticos de
los sustratos y coenzima en el sentido de la aminacidén reductiva, por el
método de Lineweaver-Burk (52) a partir de las velocidades iniciales de
reacciéh. Tal como las Figuras 11, 13 y 15 indican, los valores para la Km
fueron de 4 mM, 55,5 mM y 0,04 mM para el a-cetoglutarato, NH4Cl y NADPH ,
respectivamente en presencia de 3,3 M de cloruro potasico. Estos resulta-

dos son ligeramente superiores a los encontrados por Leicht et al.(50) en

la glutamato deshidrogenasa de H. marismortuii y Smith et al. (87) en otras

glutamato deshidrogenasas de diferentes orfgenes.



No obstante, estos valores pueden ser ligeramente modificados
cuando esta enzima esté totalmente purificada, por lo tanto con la segu-
ridad de que no existen metabolitos que puedan interferir en las determi-
naciones. También los estudios fueron realizados en mezclas de reaccidn

con fuerza i6nica inferior a la utilizada en nuestros ensayos.

Como coenzima se empled el NADPH ya que la actividad con NADH
fue menor del 1% (Tabla 3). Existen precedentes de dos isoenzimas de glu-
tamato deshidrogenasa en una misma especie bacteriana, una dependiente de
NAD+ y otra de NADP+ (42). La glutamato deshidrogenasa dependiente de
NAD+ es capaz de funcionar en ambas direcciones(aminacién del a-cetoglu-
tarato a glutamato y deaminacién del glutamato a a-ceto glutarato), mien-
tras que la glutamato deshidrogenasa dependiente de NADP' funciona uni-

camente en la direccidén del glutamato (asimilacién de amoniaco).

" En nuestro caso solo un tipo de glutamato deshidrogenasa ha si-
do observada, siendo dependiente de NADPH como anteriormente se ha cita-

do. Nuestros resultados coinciden por tanto con los encontrados en la

glutamato deshidrogenasa de H. marismortuii (50), donde también se obser-
va una preferencia para el coenzima NADPH coincidiendo con la interpre-

tacidn de especificidad dual de esta enzima por Kimura et al. (40).
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La accifén de las sales sobre los enzimas haloffilicos, tratando
de comprender su viabilidad a altas concentraciones salinas, ha sido tra-
tada por diversos autores desde distintos puntos de vista. En este tré—
bajo de investigacién hemos estudiado el efecto de la concentracibén de
cloruro sédico sobre la actividad glutamato deshidrogenasa como se indi-
ca en la Figura 16 y Tablas 5 y 6. En ellas se puede observar que la en-
zima activa es inactivada mediante diflisis contra’una solucidén amortigua-
dora libre de sales (en ausencia de sustratos y coenzima). La inactiva-
cién se produce paralelamente al descenso de la concentracién de sales,
siendo completamente inactivada solo a 0 M. Por otra parte, una parcial
reactivacién del enzima ocurre si se incrementa la fuerza ibnica de las
soluciones por adicidén de la sal correspondiente. Esta reactivacidn es

mas efectiva conforme la dilucién haya sido menos intensa.

La hipbtesis de los estados conformacionales es la que prevale-
ce para explicar el efecto de las sales sobre las propiedades de activi-
dad y estabilidad de las enzimas halofilicas (51, 71). Se aplican dos me-
canismos béasicos: seglin el primero de ellos las sales pueden proteger
las cargas i6niFas del enzima mediante la aportacidén de iones de carga
contraria, por lo tanto reduciendo la repulsién electrostatica y permi-

tiendo la formacidn de puentes de hidrégeno (43, 44).
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Esta hipbtesis se basa en la consideracidén de que las enzimas
halofflicas poseen una gran abundancia de aminodcidos acidicos (44, 65,
3). Asi la inactivacién tendria lugar debido a la repulsién electrosté-
tica interna de residuos cargados, creandose una atmdsfera ibénica en tor-

no al microambiente del centro activo.

El segundo mecanismo propuesto se basa en la capacidad de sal-
ting-out de ciertas sales como el cloruro sédico (47). En la presencia
de altas concentraciones de cloruro s6dico, las cadenas no ﬁolares de
aminodcidos de la enzima son salted-out de la solucibén y son dirigidas
hacia el interior de la estructura donde pueden formar uniones hidrof&-
bicas estables (45, 46,47). Otras sales como el NaNO3 y especialmente el
‘Na0104, que siguen al NaCl en las series liotrépicas (24), no producen
este fenbSmeno e incluso ejercen el efecto contrario y ello explica la

incapacidad de estas sales para mantener la méixima actividad enzimatica

(22, 51).

Estos dos mecanismos no solo no se excluyen mutuamente sino que
probablemente se complementan. En el caso de la glutamato deshidrogenasa

de H. mediterranei, el primer mecanismo puede actuar segin la respuesta

a la concentracién de sales en medios con diferentes pH (Figura 5) ya



discutida. Por otra parte los resultados que se presentan en este estu-
dio sobre la accidén de varias sales sobre la glutamato deshidrogenasa,
sugieren la presencia de uniones hidrofébicas para mantener la actividad

y estabilidad enzimitica.

Si bien el cloruro sédico y aquellas sales que disminuyen la
solubilidad de los compuestos orgénicos en agua, encuentran la estabilidad
de los enlaces hidrofébicos, existen otros agentes que ejercen el efec~
to contrario (24). E1 orden de este efecto es el siguiente: Cl< Br <

SOZ < NO3

< 01021 < SCN  (en el orden liotrépico).

Asi tal como la Figura 17 muestra, bajas concentraciones de
Na2804 y K2804 son suficientes para mantener la actividad de la glutama-
to deshidrogenasa; sin embargo, la maxima actividad se alcanza solo en
presencia de altas concentraciones (4 M) de clorurc s6dico y cloruro pc-
Uésico. S1 se efectua el ensayo con nitrato sédico o nitrato potésico,
la actividad es nula a cualquier concentracién. Sobre la base de estos
resultados parece que fuerzas hidrofébicas estén implicadas en la acti-
vidad enzimétiqa. Teniendo en cuenta también que temperaturas bajas fa-

vorecen la formacién y mantenimiento de interacciones hidrofébicas (22),

esto concuerda con la estabilidad de la glutamato deshidrogenasa a 4 o -209C



pero no a temperatura ambiente, lo que refuerza la existencia de este
mecanismo.

Como se puede observar en la Figura 17, la glutamato deshidro-
genasa muestra una éctividad mayor en presencia de cloruro sédico que
de cloruro potésico. Esta particularidad puede ocurrir porque como pre-—
viamente se ha descrito, la concentracién intracelular de sales en halo-
bacterias es de 4,6 M de iones K+ y 1,4 M de iones Na+ (11). Por tanto
en‘condiciones fisioldégicas, las enzimas halofilicas se encuentran en
un’medio rico en iones potasio. No obstante, se prefirid hacer otros en-
sayos que justificaran esta posibilidad, para lo cual se prepararon sus-—
pensiones celulares en soluciones amortiguadoras con distintas proporcio-
nes de NaCl/KCl y las mismas se sometieron a sonicacibn, posterior cen-
trifugacibén y determinacién de la actividad glutamato deshidrogenasa en
los sobrenadantes. Tal como la Tabla 7 indica, la actividad aumentaba en
el sentido del predominio de una de las-sales, alcanzéndose la maxima ac-
tividad  en presencia de KCl 4 M. Hechos que ratifican la estimulacién
sobre la actividad de los iones potasio tal como se ha descrito con otras
enzimas haloffilicas (22, 34, 53, 61, 71, 93).

El estudio de la especificidad de la enzima nos indica que como

otras glutamato deshidrogenasas, si bien tiene una especificidad prefe-
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rencial por el a-ceto glutarato, puede actuar sobre otros cetodcidos.
entre los cetodcidos seleccionados es de interés observar que mientras
no ejerce ninguna accién sobre cetofcidos tan fisiolégicos como el oxal-
acetato o el piruvato conserva un 60% de su actividad sobre el p-hidro-

xifenil-piruvato.

Este resultado puede explicarse bajo la hipbtesis de que la unién
del glutamato o del a-ceto glutarato a la enzima se hace por dos puntos,
l6gicamente por los grupos carboxilicos y que estos puntos estin a una
distancia que coincide con la longitud del sustrato fisiolbgico. Cuando
a la enzima se le suministra un cetodcido de menor longitud la unién es
solo factible por uno de los grupos y por ello no se ajusta al lugar del
centro activo que fija al coenzima. En el caso de p-hidroxifenil-piruvato
si bien sélo tiene un grupo carboxilico, el extremo opuesto contiene un
grupo polar, o bien el propio anillo aromdtico que puede dar lugar a
interacciones que lo fije, pero ademis y esto es lo que posiblemente per-
mite la actividad, tiene una longitud que le permite extenderse sobre el
centro activo e interaccionar con el lugar donde se encuentra el coenzi-

ma. Légicamente esta hip6tesis debe ser demostrada estudiando los puntos

f

de unién del centro activo de la enzima, lo que sobrepasa los objetivos

de esta Tesina, pero que ldgicamente serd unc de los objetivos de una pos-

terior Tesis Doctoral.



CONCLUSIONES



V CONCLUSIONES

Se ha realizado un estudio exhaustivo de las condiciones de

ruptura del microorganismo haléfilo H. mediterranei, obser-

vandose que el método de sonicacibén durante 4 minutos a 90-
100 W en frio es el més idéneo segln las condiciones de tra-

bajo desarrolladas.

Se ha estudiado el pH 6ptimo de la catdlisis de la glutamato
deshidrogenasa halofilica en el sentido de la aminacidén re-
ductiva, obteniéndose el valor de pH 8. As{ mismo la influen-
cia de la concentracién de hidrogeniones en la estabilidad

de la enzima en estado de hiposalinidad, observéndose que

ambos factores modifican su comportamiento halofilico.

- Se ha estudiado la temperatura éptima de la actividad glutama-

to deshidrogenass halofflica, ‘obteniendose el valor de 379C.
Asi mismo la termoestabilidad enzimética, observéandose que
no hay pérdida de actividad tras la:incubacién a 602C duran-

te 1 hora, pero pérdida casi total a 80¢C.
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4.~

Se ha calculado la energia de activacién de la.catdlisis de la
glutamato deshidrogenasa.halofilica en el sentido de la amina-
cidén reductiva, habiéndose encontrado el valor de 3.3 Kcal/mol
(13,8 KJ/mol)por lo tanto esta enzima se muestra como un cata-
lizador mas efectivo que las glutamato deshidrogenasas de otras

especies.

El estudio de los sustratos fisiolbgicos ha puesto de manifies-
to que la glutamato deshidrogenasa halofilica es especificamen-
te dependiente del NADPH, con una Km 0.04, y paralelamente una
Km de 4 - mM para el a-ceto glutararo y de 55 mM para el ibén amo-

nio.

Se ha estudiado la estabilidad de la glutamato deshidrogenasa

halofilica en diferentes condiciones de salinidad y la reversi-

"bilidad de los procesos de inactivacién por hiposalinidad. En

este sentido, la enzima presenta un 71% de reactivacién cuando
la concentracién de sales habia descendido a 0.5 M, mientras
que la inactivacidén es irreversible al descender la concentra-

cién de sales a O M.
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7.— Se ha estudiado la influencia que distintos iones pueden tener
sobre la estructura de la glutamato deshidrogenasa haloffilica.
Asi, se ha observado que en similares condiciones de fuerza i6-
nica la actividad enzimitica se mantiene, excepto con sales que

labilizan la estabilidad de enlaces hidrofébicos.

8.~ Del estudio con diferentes pseudosustratos se deduce que una de-
terminada longitud de la cadena puede ser condicidén importante
para la actividad glutamato deshidrogenasa halofilica, ya que
las moléculas homblogas inferiores como el oxalacetatsé no actuan
como buenos sustratos y sin embargo otras como el p—hidroxifénil

pirGvico muestran una actividad del 60%.
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