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La atmésfera actual de la tierra es muy oxidante pués
contiene un 21% de oxigeno. Esto hace que una gran cantidad de
elementos se encuentren en forma de compuestos oxidados tales cg
mo: silicatos, sulfatos, fosfatos, nitratos, carbonafos, etc. Cu
ando ﬁn organismo necesita utilizar cualquiera de estos élementos
como fuente para la sintesis de sus distintos componentes celu-
lares, requiere reducirlos previamente a un estado de valencia

utilizable

En el caso de los organismos que'asimilan nitrdgeno ni
trico, la reduccidén de nitrato a amoniaco, utilizable ya directa
mente para la sintesis del’material‘celulér hitrogenado, se fea»
liza en dos pasos énzimiticos bastante bien caracterizados: 1) el
nitrato se reduce a nitrito en una reaccidn catalizada por la ni-
trato reductasa:tcambio de valencia del nitrégeno de +5 a +3)2)
el nitrito resultante se reduce a amoniaco, mediante una reaccibn
en la que interviene el enzima nitrito reductasa (cambio de valen

cia del nitrdégeno de +3 a -3)(61).

La reduccién de nitrato hasta amoniaco se ha estudiado
a fondo en plantas superiores y algas verdes habiéndose caracte-
rizado los enzimas que participan en el proceso, asi como su me

camismo de regulacion. (9, 16, 42, 59, 63, 64, 90, 152).
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En ciertas levaduras y hohgos, la asimilacidén del ni-
trégeno nitrico sigue esencialmente los mismos pasos enzimdticos
encontrados en plantas superiores y algas, y los requerimientos
bdsicos de donadores de electrones, cofactores y metales asi cg‘
mo su mecanismo de iegulaciSn resultan ser notablemente simila-

res (22, 27, 42, 64, 111, 112).

En el caso de los procariontes, a excepcidn de unos
cuantos organismos hien caracterizados, (64, 71, 88) el proceso
de reduccién de nitrato no estd tan bien estudiado y sblo se po

see una informacidén fragmentaria (92, 103);

Las bacterias utilizan el nitrato de dos maneras dife
rentes. Ciertos microorganismos bacterianos no fotosintéticos,

son capaces de llevar a cabo una reduccidén desasimilativa del ni

trato, también conocida como respiracidn de nitrato (82). En es-

tas bacterias, el nitrato se reduce a nitrito, actuando aquel, en
lugar del 0,, como iltimo aceptor de la cadena de transporte de
electrones respiratoria. El nitrito producido se transforma gene
iélmente en distintos compuestos nitrogenados (NO, N,0, Nz) pro—'
duciéndose asi un-empobwecimiento del contenido en nitrdgeno en
los ambientes donde viven estos microorganismos que por ello se

denominan desnitrificantes. Al parecer, en este proceso participan
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entre el reductor y el sustrato aceptor Gltimo, unos transporta
dores de electrones similares a los de la cadena de transporte

mitocondrial (flavoproteinas, quinonas, citocromos, etc.) asi co
mo ciertos metales susceptibles de experimentar reacciones redox

reversibles, (92).

El enzima que interviene en la reduccidn de nitrato a
nitrito como Gltimo eslabdn de la cadena de transporte respirato

ria bacteriana, también llamada nitrato reductasa respiratoria,

ha sido caracterizada en E. coli K-12 (25,:73), Micrococcus de-

nitrificans (24) y Micrococcus halodenitrificans (116). Se trata

de un enzima asociado a membranas, de alto peso molecular y que
~contiene molibdeno, hierro no heminico y grupos sulfuro labiles,
que al parecer son indespensables para la funcidn catalitica de

la proteina.

Otro ,tipo de reduccién de nitrato operado por las bac

terias es el de la reduccibén asimilativa, mediante el cual, el ni

trato es reducido a nitrito en un primer paso, y en una ulterior
reduccidn convertido en amoniaco. El enzima que participa en el

primer paso del proceso, llamada nitrato reductasa asimilatoria

ha sido caracterizada recientemente en algunos procariontes (14,

34, 35, 36, 52, 70, 71, 107).
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En general, en estos organismos el enzima se encuentra
asociado a particulas y la ferredoxina reducida es el donador in
mediato de electrones en la reduccidn de nitrato a nitrito y sd
1o en unos cuantos casos y en ciertas condiciones parece ser que
el NADH actua como donador en el proceso (52, 104) lo cual con -
trasta con los requerimientos del complejo nitrato reductasa de
algas verdes, plantas superiores, hongos y levaduras que depen-
den exclusivamente de NAD(P)H (64). Los viol6genos reducidos sus
tituyen eficazmente a la ferredoxina y el enzima no parece reque
rir FAD para su actividad. Por el contrario la nitrato reductasa
del grupo de organismos antes mencionado es un compiejo enzimi-
tico de alto peso molecular que contiene flavina, molibdeno y ci
tocromo b, y con dos actividades que actdan secuencialmente, en-

tre el donador de electrones primario y el nitrato (64).

La nitrato reductasa asimilatoria de procariontes no-
fotosintéticos ha sido menos estudiada (92). Hasta muy recien-
temente se sabia que este enzima, a diferencia de la nitrato re-
ductasa respirato}ia, no estaba asociada a membranas, no reducia

clorato o bromato ademds del nitrato, y eran insensibles al tra-

tamiento con azida (93, 94, 96-102).

En nuestro laboratorio, se ha aislado y caracterizado

la nitrato reductasa asimilatoria de Azotobacter chroococcum. Es
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un enzima de peso molecular 100.000, que contiene molibdeno, uti
liza la ferredoxina o los violdgenos reducidos como donadores de
electrones, puede existir en dos formas enzimidticas interconver-
tibles, activa e inactiva y cuya sintesis se reprime por amonia

co y se induce por nitrato (31, 32, 135).

Ultimamente se ha conseguido reducir el nitrato en di-
cha bactéria con NAD(P)H mediante diaforasas presentes en el mi-
croorganismo, capaces de transportar los eléctrones a los viold
~genos que, una vez reducidos, pueden llevar a cabo la reduccién‘,

del nitrato en presencia de la nitrato reductasa (133, 134, 135}. 

El objeto de este trabajo es la caracterizacidn de 1la

nitrato reductasa de la bacteria Acinetobacter calcoaceticus. Es -

ta bacteria pertenece al amplio grupo de las Moraxellas, oxidasa-

‘negativa. Es un'cocobacilo, Gran-negativo, quimioorganotrofo, ae
robio estricto: incapdz de fijar nitrdgeno o de reducién desasimi
lativa del nitrato que u;iliza una amplia gama de compuestos
orgdnicos como fuente de carbono y puede asimilar nitrato (8). Ex
cepto la antedicha capacidad de reducir nitrato por estos orga-
nismos nada se conocia sobre el enzima nitrato feductasa (37, 110).
Los resultados que presentamos a continuacidén pueden resumirse en

los siguientes puntos:
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1) Aislamiento y caracterizacién de la nitrato reduc-

tasa de A.calcoaceticus.

2) Purificacién de la ferredoxina de A.calcoaceticus

y del papel de este transportador en el proceso de asimilacitn

de nitrato en este organismo.

3) Aislamiento y caracterizacidén de las diaforasas de
pendientes de NAD(P)H, presentes en esta bacteria y determina-

cién de su posible participaci6n en la asimilacidén de nitrato.

Parte de este trabajo ha sido publicado y comunicado
‘en varios congresos nacionales e internacionales (114,
- 115, 143, 144). Algunos experimentos han sido presen-

tados como parte de la Tesis de Licenciatura (142).



IT MATERIALES Y METODOS
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1. CULTIVO DEL MICROORGANISMO

1.1. Material bioldgico utilizado

El organismos utilizado en este trabajo ha sido la bacte-

ria Acinetobacter calcoaceticus cepa N® 3 (8) procedente del Depar

tamento de Quimica Celular, Instituto de Biologifa Celular, C.S5.I.

C., Madrid, Espafia.

1.2. Condiciones y medio de cultivo standard

El organismo que estudiamos fue cultivado en condiciones
estériles, aerobicamente, con agitaci6én vigorosa (200 r.p.m.) a
27°C en un incubador NEW BRUNSWICK, modelo G-25, en matraces erlen
meyer de 2 litros de}capacidad; conteniendd un litro de medio’de

cultivo. El medio empleado fue esencialmente, el descrito por ORNS

TON Y STANIER (1966) para'PSéﬁd&ﬁdﬁésiﬁufida (87) pero algo modifi

cado en cuanto a la concentracidén de sus componentes.

El medio contenia, en milimoles por litro: NOSK, 10; suc-
cinato disddico, 12,5; PO4HNa2, 20; PO4H2K, 20; 4acido nitrilotria-

cético, 5,25; SO4Mg, 12; C1,Ca, 2,25 y en ﬁmoles por litro: Mo7024'

2
(NH,) ¢, 0,7; SO,Fe, 125; EDTA, 42,7; SO,Zn, 190; SO Mn, 45,5;

SO4Cu, 7,85; (NOS)ZCO, 4,2; B,O,Na,, 2,3. E1 pH se ajustd a 6,8.
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El succinato y los fosfatos se esteriliiaron en soluciébn
aparte, para evitar que preciﬁitasen; y posteriormente se afiadie-
ron en condiciones estériles al resto del medio de cultivo.

-
La esterilizacidén de los medios de cultivo se realizé en
un autoclave eléctrico, SELECTA modelo P; a 1 atmbésfera de pre -

sidn (1209C) durante 20 min. f

-

: |
El rendimiento en peso himedo de bacteria oscild en éstas

condiciones entre 0,9-1,5 gr/1 aﬁroximadamente.‘

1.3. Mantenimiento del indculo en medio 1iquido

Se cultivaron en erlenmeyers de 500 ml, indculos de 100 ml
en las condicionés descritas en”1;2. Estos inéculos se refrescarian
periddicamente a tiempos que oscilaron entre 1 y 7 dias. |

%

Cada semana se partié de un inéculo nuevo procedente de mne
dio Sélido o bien de un Stock de cultivos conservados a baja temper
tura en las condiciones que se esﬁecifican posteriormente.

de cultivo Sfandard

1.4. Variaciones de 1las condiciones

1.4.1. Cultivos en grandes voliumenes

Cuando fué necesario, las bacterias se cultivaron en bote-
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llas de 20 litros, 12-16 litros de medio de cultivo manteniendo el
medio con fuerte aireacidén mediante una bomba de aire tipo RECIPRO
TOR. Se tomaron las precauciones adecuadas para que el aire inyec-
tado no contaminase los cultivos y se afiadié al medio silicona 11i-
quida, a una concentracién final de'0;01% (v/v) para evitar la for
macién de espuma durante el crecimiento; Para estos vollmenes se

utilizaron inéculos de 1 a 3 litros de cultivo crecidos en las con

diciones descritas en 1.2. .

1.4.2., Cultivos con concentraciones de sales bajas y carentes de

NT A

Con objeto de incrementar el rendimiento de cé&lulas obteﬁ
nidas por litro de medio de cultivo se ensayaron modificacionés |
del medio de cultivo normal y se utilizdé .un nuevo medid de cultivo
en el que la concentracidn de elementos trazas se descendid 10 ve-
ces, excluyéndose del medio el 4dcido nitrilotriacético (NTA). El
NO3K,’e1 succinato disdédico y los fosfatos se mantuvieron a la mis
ma concéntracién del medio normal; el hierro se afiadié en forma de
éolucién de Fe-EDTA y a una concentracidén final de 86 ﬁmoles/le es-
te nueVo medio de cultivo se le denomina medio II. El rendimiento
en peso hﬁmedo de celulas‘fué, en eStés condiciones;'entre 1,4-2,0

g/litro aproximadamente.
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1.4.3. Cultivos deficitentes en molibdeno e hierro

Cuando se realizaron exﬁerimentos para estudiar el efecto
de metales se utilizd el medio de cultivo II omitiendo las sales
de molibdeno o bien de hierro. En los experimentos de competencia
entre e].Wolframatoy'el molibdatd,estas sustancias se afladieron en
forma de MoO4Na2 y WO4Na2 a las concentraciones que se indican en
su lugar correspondiente; En los exﬁefimentOS'donde se estudia el
efecto de la adicién de hierro, al incrementar la cdncentracién de
éste se aumentd proporcionalmentefla concentracién de EDTA; y en
los medios carentes de hierro la concentracién usada de EDTA fué

4,2 uM.

En estos experimentos se utilizaron indculos deficientes
en molibdeno o hierro preparados por crecimiento y sucesivas trans
ferencias (4-5 veces) en medios carentes de &stos elementos trazas

.y en los que 14 fuente de nitrbgeno era amonio.

1.4.4. Cultivos con otras fuentes de nitrdgeno

Para el estudio de 1la regulacién por distintas fuentes de

nitrégeno de la nitrato reductasa de Acinetobacter calcoaceticus,

se sustituyd en el medio normal el NOSK por SO4(NH4)2 o bien por
una mezcla de SO4(NH4)2 y NO3K. En estos casos la molaridad total

del nitrégeno se mantuvo siempre,WO mM. Cuando se empleé NO,Na co-
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mo fuente nitrogenada, se tuvo la precaucidén de no exceder nunca
una concentracidén de 5 mM, debido a que concentraciones superio-

res inhibian fuertemente el crecimiento de las bacterias.

1.5. Crecimiento en medio sdlido

La bacteria se cultivé en soporte s6lido constituido por
2% (p/v) de agar y 1% de extracto de levadura DIFCO (Detroit, Mi-
chigan, U.S.A.) o bien sustituyendo éste Gltimo por los componen:
tes del medio de cultivo normal excepto que los fosfatos estaban

a una concentracidn final de 4 mM.

La incubacidén se 1llevd akcabo’en uh'aparato NEW BRUSNS—
WICK, modelo PSYCROTHERM, a 27°C y después de 3F4 dias de creci-
miento, los tubos se conservaron entre 0-4°C. En un segundo pro-
cedimiento, laé células se recogian en condiciones estériles y
se conservaron a més'bajas temperaturas como se indica en el a-

partado 1.6.

Con objeto de controlar la pureza de los cultivos, la
bacteria se cultivd en medio sdélido en placas Petri. Complemen?
tariamente el grado de pureza de las colonias se controld mediag
te microscopia de contraste de fases utilizando un microscopio

ZEISS, con objetivo de inmersién y aumento total de 1250 x



1.6. Conservacidn de la estirpe a bajas temperaturas

Las colonias bacterianas crecidés en agar se recogieron
en esterilidad con 2 ml de una solucién de fosfatos 40 mM, pH
6,8 y se afiadieron a 2 ml de glicerina esteril, conservidndose la
mezcla a -20°C, las bacterias pueden mantenerse durante afios én

estas condiciones, plenamente viables.

2. PREPARACION DE EXTRACTOS ACELULARES g

Las bacterias se recogieron en la fase final del creci-
miento logaritmico (12-13 horas desﬁués de 1la inoculacidn), por
centrifugacién (16.000 x g durante 5 minutos) y después de lavar
’dos veces conragua deStilada; se rééusﬁendieron en tampén fosfa-
to potésico-SO mM, pH 7;5 en la propOrcién de 5 ml de tampdn por
cada gramo de peso himedo de célUlaS’aproximadamente. Cuando se
.estudié la reduccidn de nitrato mediante ﬁiridin-nucleétidos en
presencia de flavinas, se 1le afiadid al tampén antes mencionado
DTE 100 ﬂM con objeto de broteger la actividad; En el estudio de
las actividades de diaforasas los extractos se brepararon con el
tampén anterior al cual se le afiadié FAD 10 ﬁM. Las células se
rompieron en frio mediante ultrasonido con un sonicador BRANSON,
modelo B-12 a 20 Kciclos/seg (75 W), durante un periodo de tiem-
po que oscild entre 2 y 5 minutos. El material roto se centrifu-

g6 a 39.000 x g durante 15 min, recogiéndose el sobrenadante don
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de estaba la actividad enzimdtica. Para ciertos éxperimentos que
requerian extractos acelulares exentos de pequefias particulas,
las células rotas se centrifugaron a 46.500 x g durante 15-30
min. Las operaciones de centrifugacidén se realizaron a 4°C. Es -
tos sobrenadantes se usaron como extractos crudos y se emplearon
para la realizacibén de los experimentos y como material de parti
da para llevar a cabo algunos pasos de purificacién.

Los extractos acelulares también se prepararon por tra-
tamiento con lisozima y rotura por choque osm6tico. Las células
bacterianas se mantuvieron a 35°C durante 3 horas en tampén fos-
fato potédsico 50 mM, pH 7,5, que contenia manitol 0,5 M, EDTA-
Néz 1 1mMy 100 mg de lisozima/g de peso hﬁhedo. Lés células’
tratadas se recogian ﬁor centrifugacién a baja velocidad, se la-
varon dos Veces con tampdon fosfato 50 mM, pH 7,5 y finalmente se
dejaron en dicho tamp6n>durante 30 min a 2°2C. Por Gltimo las cé-

.
lulas rotas se centrifugaron a 46.000 x g durante 15-30 min en

las condiciones anteriormente descritas.

5. ENZIMAS

3.1. Purificacién de 1la nitratO‘reductasa'de'Acinetobacter

La nitrato reductasa de A. calcoaceticus, la bacteria

objeto de nuestro estudio, se purificé siguiendo bdsicamente los
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pasos empleados para el enzima de Azotobacter chroococcum (31) con

ciertas modificaciones. Todos los pasos de purificacidn, se reali-

zaron entre 0 y 42C.

3.1.1. Adsorcidn. en DEAEQGeZuZosa

Unos 25 ml de extracto acelular, se pasaron artravés de
una columna de DEAE-celulosa (10 cm altura x 3,2 cm 5) equilibra-
da previamente con tampén fosfato potésico 50 mM pH 7,5, al obje-
to de adsorber en ella ia nitrato reductasa. Después de lavar la
columna con el mismo tampén fosfato, se eluy6é el enzima con tam -

pén fosfato potdsico 50 mM pH 7,5, 200 mM de ClNa.

3.1.2. Precipitaciébn fraccionada con sulfato aménico

Al eluato anterior se le afiadid SO (NH4)2 hasta 40% de sa
turacién y después de dejar la solucidén unos 10 min con agitacidn
suave se centrifugdé a 27.000 x g durante 15 min. Al sobrenadante
de ésta primera precipitacién se le afiadié mds sulfato amdénico has
ta alcanzar una saturacidén del 60%, y la solucién se tratd y cen -
frifugé como en el caso anterior. Se recogié el sedimento y se re-
suspendié en un volumen de 10 ml de tampén fosfato potésico 50 mM,

pH 7,5.
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- 3.1.3. Filtracién por Sephadex G-25

La preparacién anterior se desalinizdé, pasandola a tra-
vés de una columna de'Sephadex G-25 (10 cm altura x 3,2 cm ¢)
equilibrada previamente con tambén fosfato potédsico 50 mM, pH 7,5.
Esta‘preparacién enzimitica se wutiliz6 donde se indica, como ni-
trato reductasa parcialmente purificada:‘Esta preparacién no po -
sefa una actividad especifica significativamenté mayor que el ex-
tracto crudo ; pero la nitrato reductasa asi obtenida resultd mu-
cho mds estable y fué ﬁosible’éonservarla en frio durante mayores

periodos de tiempo sin pérdida considerable de su actividad.

3.2. Purificacién de ferredoxina de Azotobacter

La ferredoxina de Azotobacter chroococcum se prepard

esencialmente siguiendo el método descrito por YOCH y col. (1969)

(150) pero sin fraccionar en ferredoxina I y II.
%

La ferredoxina—NADP+-ieductasa de espinacas se preparé
siguiendo parcialmente el método descrito por SHIN y col. (1963)

(118).

Los fragmentos de'cloroplastos de espinacas se prepara-
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ron segiin el método descrito por WHATLEY y ARNON (1963) U48)J@sidkmo?
plastos se extrayeron con un tampén Tris-C1H 20 mM, pH 8 que conte
nfa ClNa 0,35 M, se lavaron con la misma solucién y por ﬁltimo, se
rompieron por choque osmbético en el mismo tampén pero con ClNa

0,035 M. Los fragmentos de'cloroplastos se calentaron a 552C duran
te cinco minutos para destruir la actividad del fotosistema II

(89).

.-

~enzimdticas "in situ"

La permeabilizacién de las bacterias se consiguid esencia

mente seglin el método descrito por KORNBERG y REEVE (1972) (55). De

pués de lavar tres veces las células cultivadas normalmente en nitr
to, se tratd una Suspensién de éstas bacterias en tampdn fosfato po-
tdsico 50 mM, pH 7,5 (0;1 mg peso himedo/ml) con una mezcla de buta-
nol-etanol (1:9 v/v) hasta una cdncentréciénkfinal de 1% v/v agitd
dose vigorosamente durante 1 min exacto; A continuacién se congeld

totalmente la susﬁensién a -20°C. La sﬁsﬁénsién déséongelada se usé
como material de’?artida para los ensayos de actividades enzimdticas

"in situ".

3.6.1. Ensayo normal de la nitrato reductasa

La actividad de la nitrato reductasa se determind en aero-
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biosis en un volumen final de 1 ml, que conteniaﬁ 100 mmoles de
tampbén fosfato potasico, pH 7,5; 2 pmoles de NOSK; 2 umoles.de
metil violégeno; 0,8 mg de S, 4Na2 en 0,1 ml de CO;HNa 95 mM; vy
una cantidad apfopiada de preparacién enzimdtica. La reaccidn
se 1llevd a cabo a 302C durante 2 min o bien a 2°C durante 10
min. Las variantes de eSte'ensayd se eSﬁecifican en las leyen -
das de los correspondientes experimentos. La reaccién se detuvo
agitando fuertemente 1a mezcla de reaccidn en un LAB-LINE, mode
lo Supermixer, hasta que el ditionito s&édico se oxidd completa-
mente, lo que se ponia de manifiesto por la desaparicidn del co
lor azul caracteristico del metil violdgeno reducido. El nitri-
~to formado se estimd entonces colorimétricamente como se indica
més adelante. Una unidad de actividad enzimdtica se define.como

un pymol de nitrito formado por minuto.

3.6.2. Ensayo de las NAD(P)H diaforasas

s
La actividad de las diaforasas se ensayd siguiendo es-
pectrofotométricamente a 600 nm y a temperatura ambiente la de-
saparicién del color azul caracteristico del DPIP oxidado. Se
usaron cubetas aerdbicas de 1 cm de ﬁaso deyluz utilizando para
los cdlculos un E} gm = 21.000 para el DPIPOX; La mezcla de reac
cidén contenia en un volumen final de 2 ml: tampén fosfato potdsi

co 200 umoles; DPIP 0,2 Umoles; NAD(P)H 0,6 umoles y una canti -

dad adecuada de preparacidn enzimdtica.
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Cuando se utilizaron los viocldgenos como aceptores de
electrones la reaccidn se estudid siguiendo espectrofotométrica-
mente la aparicidén del color caracteristico del MV o del BV re -

| 1M

ducidos a 602 nm y 565 nm resﬁectiVamente, utilizando un E1 —
1M

9.700 para el MVH y un E1 cm 8.300 para el BVH.,La mezcla de
reaccién contenia en un volumen final de 2 ml: tampdn fosfato pg
tdsico 200 ﬁmoles; MV o BV 16 hmoles; NAD(P)H 0,6 ﬁmoles y una
cantidad apropiada de preparacién enziméticg. La reaccién se de-
sarrollé a temperatura ambiente en cubetas.Thumberg de 1 cm de
paso de luz después'de eVécuar el aire y rellenar con nitrdgeno
de alta pureza; esta operacién se 1levdé a cabo por 1o menos 10
veces consecutivas. La modificacidn de las condiciones del ensa-
yo se especifican en las 1eYéndas de 165 experiméntos correspoh—k

dientes. La unidad de actividad enzimitica se define como ﬂmol

de NAD(P)H oxidado por minuto.

3.6.3. Ensayo de la nitrito reductasa

La actividad MVH-nitrito redﬁctése se midid por desapa-
ricidn de nitrito segin el método de RAMIREZ et al., (1966) (105)

pero utilizando tampén fosfato potﬁsico, pH'7;5. En los extractos

acelulares de Acinetobacter, preparados como se ha descrito ante-
riormente, no se detectd actividad nitrito reductasa, salvo conta

das ocaciones.
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3.6.4. Ensayo de la ferredomina~NADP+—reductasa de espinacas

Se 1levd a cabo segin LAZZARINI Y SAN PIETRO (1962) (57)
siguiendo la reduccién del citocromo c a 550 nm usando NADPH como

donador de electrones.

3.6.5. Ensayos de las ferredoxinas

ter se estimaron por su capacidad trans?ortadora de electrones en
la reduccidn fotoquimica del NADP" por fragmentos de cloroplastos

de espinacas segln el método descrito por YOCH y ARNON (1970) (151)

4. TECNICAS EXPERIMENTALES Y METODOS ANALITICOS

4.1. CentrifugacidneS'

Para ia obtenCién de 1los extractos acelulares y en los -
distintos paso de purificaCi6n.se'emplearon centrifugas refrigera-
das SORWALL modelo RC-2B y BECKMAN modelo J—ZiB. Cuando fué necesa
rio manejar grandes Volﬁmenés; las células se recogieron en una
centrifuga SORVALL SS-1 ‘dotada de un sistema de centrifugacidén con

tinua SZENT GYORGY.

En los gradientes de sacarosa se uss una ultracentrifuga
BECKMAN SPINCO modelo L2-50B con rotor SW-56Ti de receptédculos bas

culantes.
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4.2. Concentracién de proteinas

La concentracién de los extractos acelulares se llevd a
cabo en concentradores de macrosolutos MINICON-B15 que retienen
compuestos por encima de 15.000 de peso molecular o bien en una
célula de ultrafiltracién; modelo 52 @rovista de membrana DIAFLO
PM10 que retiene los compuestos de ﬁeSO'molecular superior a
10.000. La ultrafiltracidn se realizé bajo presién de nitr6geno
sin exceder la presién miaxima tolerada (4;7;atm}). Ambos tipos de
concentradores fueron adquiridos a AMICON (Lexington, Massachu-
ssets, U.S.A.). |

4.3.'Cromatografia‘deffiitréci6n'p6r'gel

Las sales ordinariamente se eliminardn por filtracién de
los extractos enzimdticos a través de coiumnas de Sephadex G-25
(medium) . Las determinaciones de ﬁeso molecular y distintos pasos4
de purificacién de los enzimas se realizaron en columnas de Sepha-
dex G-150. Ambos tipos de Sephadex fueron suministrados por PHARMA
CIA (Uppsala, Suecia). Las fracciones de las columnas de cromato -
|  grafia se recogieron mediante un colector automdtico de fracciones

LXB modelo ULTRORAC.

4.4, Medidas,&e bH“

Las medidas de pH se efectuaron en pH-metros BECKMAN mo-
delo Expandomatic o METROHM HERISAU modelo E-512 con escala expan-
dida. |
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4.5. Técnicas utlllzadas para estudios en anaerobiosis

Los experimentos en atmdsfera inerte se llevaron a cabo’
en cubetas espectrofotométricas Thumberg o bien en vasijas de apa
rato de Warburg modelo AMINCO 5-4155 o modelo BRAUN MELSUNGEN e
V166, previamente gaseadas con argon o nitrégeno de alta pureza
suministrados por la Sociedad Espaﬁola de Oxigeno (S.E.0.). En
los experimentos con cloroplastos; se usé luz blanca de intensi -
dad 18.000 lux. . |

4.6. Centrifugaciones en gradlente de sacarosa

Los gradlentes se prepararon utlllzando un mezclador ti
po BUCHLER (Tublngen Alemania) . Una allcuota de 0,2 ml del ex -
tracto a agnalizar conteniendo CNOK 2 mM se 0010c6 en la parte su-
perior de un gradiente lineal de Sacarosé del 5 al 20% (p/v) de
3.3 ml de VOlumén y una longitud de 5 cm. La sacarosa estaba di-

-4 . . .
suelta en tampdn fosfato potidsico 50 mM, pH 7,5 con CNOK 2 mM.

La centrifugacidn se 1levd a cabo a 2°C, y a 45.000

r.p.m. en una ultracentrifuga BECKMAN SPINCO modelo L2-50B.

Se recogieron fracciones de tres gotas a partir del fon-
do del tubo con un DENSI-FLOW tipo BUCHLER utilizando un colector

automitico de fracciones LKB. En cada una de las fracciones se ana
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lizaron las proteinas marcadoras midiendo su absorbancia a 280 nm

o bien 1las distintas actividades enzimdticas.

Para la determindcién del coeficiente de sedimentacidn
(SZO,W) Y peso molecular mediante éste método se utilizé como mar-
cador ovoalbtmina (43;500‘?.m;) segin la técnica de MARTIN y AMES
(1961) (72).

NIRRT TN, PN UL SN TSI sci-at B ORI,

4.7. Determinacidn del pesovmoleCular por filtracién en gel

El peso molecular de la nitrato reductasa y de las diafo
rasas se estimé por filtracidén en gel segln el método descrito por
ANDREWS (1964) (1), utilizando una columna de Sephadex G-150 (65.5
cm altura x 1.5 cm 4) equilibrada con Tris C1H 50 mM pH 7,5;'C1K
0,1 My CNOK 2 mM. Las proteinas marcadoras y los enzimas se eluye
ron con el mismo tampén a un flujo de 14.5 ml/hora. En la determi-
nacién del peso molecular de la nitrato reductasa se usdé una prepa
racién enzimética‘parcialmente purificada mientras que para la de
las diaforasas se utilizaron extractosrécélulares.,ée Tecogieron
fracciones de 3.5 ml en un colector LKB modelo ULTRORAC con siste-

ma de cuentagotas automdtico.

Las proteinas utilizadas como marcadores fueron y-globu-

lina humana Fraccidén II (PM = 160.000); seroalbimina bovina (PM =
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68.000); ovoalbtimina (PM = 43.500); u—quimotripsinégeno-A'de pan-
creas bovino (PM = 23.650), y citocromo ¢ de corazén\de caballo
tipo III (PM = 12.384). Para determinar el volumen de elucién -
(V.) de los distintos marcadores se midid su absorbancia a 280 nm
6 a 230 nm, mientras que el del citocromo‘é.se determind a 412 nm.
El volumen vacio (VO) de 1a columna se;determiné con Azul Dextra-

no-2000.

4.8. EleCtroforesiS‘de'ﬁiséb'ééb%é’éélfae §61iacri1amida

Se 1llevd a cabo en gel de ﬁoliacrilamida a una concen -
tracidén del 7,5% (p/V) a pH 9,5 en tampén Tris-Glicina y a tempe-.
ratura ambiente en tubos de 45 mm altura x 5mm 4 a un'amperaje |

de 4 mA/tubo y 100-130 voltios.

La preparacién de las distintas soluciones para la poli
merizacidén de 1a acrilamida se hizd segin describe el manual de

instrucciones de SHANDON SCIENTIFIC COMPANY LIMITED (London) (117).

El revelado de la banda se llevd a cabo con el coloran-
te NEGRO-AMIDO B-10 y la decoloracidén con una mezcla de &dcido acé-

‘tico al 7% y metanol al 5% en agua.
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Las cinéticas enzimdticas y los espectros de absorciédn
se siguieron en espectrofotdémetros BECKMAN DK-2A o PYE UNICAM
SP-1800. Para 1las determinaciones colorimétricas se usaron espec
trofotométros BAUSCH y LOMB Spectronic,'modelos 20, 100 y 700.

.. bt i s ) 1
Los coeficientes de extincién molar utilizados, Ej fueron:

cm’
para NAD(P)H (340 nm) = 6.220; DPIP (600 nm) = 21.000; citocromo

c (550 nm) = 28.000; ferricianuro (420 nm) = 1.000.

4.10. Determinacidén del crecimiento celular

El crecimiento celular se estimé por medidas turbidimé-
tricas a 660 nm en alicuotas de los cultivos o bien en erlenmeyers

con brazo lateral adaptable al espectrofotémetro.

4.11. Determinécién de ci

ila

La concentracidén de clorofila en los fragmentos de clo-
roplastos se determind por su absorbancia a 652 nm después de ex-
traer con acetona al 80% segln el método descrito por ARNON (1949)

tS), usando un E: ?i/ml = 34;5 (652 nm) .

La proteina se determindé a 500 nm por el método de LOWRY

et al. (1951) (68) utilizando ovoalblimina como patrdén, o por el mé
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todo de WARBURG y CHRISTIAN (1941) (147).

4.13. Determinacidén de nitrato

Se estimd cualitativamente por reduccidn a nitrito me-
diante polvo de Zinc en medio dcido segiin el método descrito por
BARKER (1974) (7) y subsecuente determinacidén de nitrito como se

especifica en 4.14.

4.14. Determinacidén de nitrito

El nitrito se determind colorimétricamente a 540 mm pof
- 1la reaccidn de diazotacidén de GRIESS-ILOSWAY, segin la técnica

propuesta por SNELL y SNELL (1949) (120).

4.15. Determinacién de amonio

El amonio se determind por nesslerizacién segiin el méto-

do de CONWAY (1957) (19), midiendo el producto coloreado a 440 nm.

5. REACTIVOS

Los siguientes compuestos: NADH, NADPH, FAD, FMN, lisozi-
ma, citocromo c , a-quimotripsinégeno4A, ovoalbtmina, Tris, pHMB,
.y DEAE-celulosa se adquirieron a SIGMA, St. LOuis,kU.S.A.. La
y-globulina humana y la seroalbimina fueron suministradas por
SCHWARZ-MANN, New York, U.S.A. El metil violégeno y el bencil vio-
16geno procedian o bien de MANN; New York, U.S;A. o bien de SERVA}

Heidelberg, Alemania.



" E1 sulfato de kanamicina se adquirid a MEIJI SEIKA KAISHA, Tokio,

Japdn.

El resto de los compueStos utilizados fueron de calidad
analitica y se adquirieron a SIGMA; St. Louis, U.S.A., MERCK,
Darmstadt, Alemania; RIEDEL, Hannover; Alemania; BDH, Poole, In-
glaterra y CARLO ERBA; Milano, Italia; El agua se desionizd me -
diante un cambiador SETA R—100; serie 2/67 o bien en un destilador

»

DRA.



T1II RESULTADOS
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1. CARACTERIZACION DE LA NITRATO REDUCTASA DE Acinefobacter calcoa-

ceticus

1.1. Donadores de electrones y cofactores para la nitrato reductasa

En 1la Tabla 1 se presentan los donadores de electrones y

..............

cofactores de la nitrato reductasa de Ac1netobacter calcoaceticus .

Ni el NADH ni el NADPH, solos o en presencia de cantidades cataliti
cas de flavinas pueden actuar como donadores de electrones en la |
reaccién. Sin embargo, el metil violﬁgeno,,con menor eficacia el
benzil violégeno,reducidos quimicamente con ditionito resultaron efectivo
donadores. El1 ditionito y los flavin nucleétidos reducidos fuerop
mucho menos eficientes en la reduccidn de hitrato;4La reaccidén se
estudid en atmdsfera inerte; bajo argdn, para evitar la interferen
cia de las oxidasas existentes en los éxtractos acelulares. Los mis
mos resultados ge obtuvieron usando extractos enzimdticos parcial -

mente purificados.

Como se indica m&s adelante (6 1y 6.3) fue p051ble redu-

cir nitrato enzimaticamente con NAD(P)H, utilizando como transporta

dores de electrones 1los v1ologenos o las flavinas a altas concentra

ciones, mediante diaforasas presentes en los extractos acelulares.

1.2. Reduccidn en21mat1ca'de'n1trato‘con metil violdgeno reducido

quimicamente con ditionito

La reduccidn de nitrato con MV reducido quimicamente con

ditionito, es un proceso enzimdtico. En ausencia de nitrato, dona-



TABLA 1

DONADORES DE ELECTRONES Y COFACTORES PARA LA NITRATO

REDUCTASA DE Acinetobacter calcoaceticus

DONADORES DE ELECTRONES
' NITRITO FORMADO

Y J
COFACTORES - (mmoles)

Ninguno 0
NADH - o T
NADPH 2
NAD(P)H + FAD 6 FMN 2
5,05, MV | | : 153
szoi‘, BV 110
5,05, FAD | | | 6
5,007, BN . - 5
5,057, 2

En los experimentos con piridin nucleotidos reducidos, la
mezcla de reaccidn, contenia en un volumen final de 2 ml:
tampdén fosfato potdsico, pH 7,5, 200 umoles; NO;K, 4 umo
les; NAD(P)H, 0,6 pmoles; y donde se indica, FAD & FMN 40
nmoles. En los experimentos con violdgenos o flavinas reducidas -
quimicamente con ditionito, la mezcia de reaccién cohtenia
en un volumen total de 2:ml: tampdn fosfato potdsico, pH
7,5, 200 umoles; NO,K 4 umoles; Na,S,0,, 1,6 mg, en 0,2 ml
de COSHNa 95 mM; y donde se indica MV & BV 4 umoles; FAD 6
EMN, 4 umoles. Extracto acelular conteniendo 1 mg de protei
na. La reaccidn se 1llevd a cabo en vasijas de WARBURG bajo

atmésfera de argon a 24°C durante 2 min.
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dor o enzima, la reduccidn no tuvo lugar. Lo mismo ocurrid cuando
la reaccidn se 1levé a cabo en presencia de enzima hervido (Tabla
2).

1.3. Relacidén entre la concentracién de proteina y la actividad

Como se observa en la Fig. 1, la actividad nitrato redug'

tasa fue proporcional a la concentracidén de proteina usada en el

ensayo.

.................................

tlémbéﬂdé:eﬁga76 y la actividad de 1la ni -

A 30°C la velocidad de la reaccién enzimitica ensayada
con MV y ditionito fue ?roporcional al tiempo durante los dos pri-
meros minutos. Luego, la reacci6én se detuvo observindose una drés—
tica inactivacidon del enzima (Fig. ZA). Este efecto comenzd a ob -
servarse a los 102C (Fig. 2B) y ya desde los 20°C 1la inactivacién
fué précticamente igual que a 302C. A 2°C, sin embargo la ciﬁética
ae'lakreaccién enzimidtica fué linealvdurante 30 minutos (Fig. 2C).

La razbn dé este curioso efecto se discute mids adelante.

A1,5. Relacidn entre el pH de ensayo y 1la actividad de 1a nitrato

En la Fig. 3 se muestra el efecto del pH sobre la activi-



TABLA 2

REDUCCION ENZIMATICA DE NITRATO CON METIL VIOLOGENO RE-
DUCIDO QUIMICAMENTE CON DITIONITO

NITRITO FORMADO

SISTEMA
(nmoles)

Completo 58

- menos NO, 3

" menos MV i 4
. 2- :
menos SZO4 2
Completo, nitrato reductasa ,
calentada 5 min a 100°C 3

La reaccidn se llevd a cabo como se indica en "Materiales
y Métodos- para el ensayo standard de la nitrato reductasa

a 30°C, durante 2 min. Nitrato reductasa 0,16 mg.

%
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Fig. 1 Relacidn entre la concentracidn de proteina y la actividad

de la nitrato reductasa de Acinetobacter calcoaceticus.La prepara

cidn enzimitica con las concentraciones de proteina indicadas se
ensay6 a 30°C dyrante 2 min en un volumen final de 1 ml, con los
siguientes compuestos en umoles: tampdn fosfato potédsico, pH 7.5,
100; NO,X, 10; MV, 5; vy 0.8 mg de S,0,Na, en 0.1 ml de COSHNa

3 2
95 mM.
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Fig. 2 (inética de la nitrato reductasa de Acinetobacter calco-

aceticus ensayada con metil viologeno reducido quimicamente por
ditionito a distintas temperaturas. El ensayo se realizd a las
temperaturas indicadas yren las condiciones descritas en Materia
les y Métodos salvo que la mezcla de reaccidn era 12 veces mayor,
tomandose a los tiempos indicados alfcuotas de 1 ml en las que se

determind el nitrito aparecido.
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Fig. 3 Efecto del pH sobre la actividad de la nitrato reductasa
de Acinetobacter calcoaceticus.La mezcla de reaccidén contenia en

un volumen final de 1 ml los siguientes compuestos en umoles:
NOSK,'10; MV, 5; y 0.8 mg de 8204Na2 en 0.1 ml de C03HNa, 95 mM
y 100 uymoles de los tampones que se indica a los correspondientes

pH. Nitrato reductasa 0,5 mg.
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dad nitrato reductasa ensayada en presencia de diversos tampones.

Como puede observarse el pH optimo resultante fue 8.

1.6. Determinacifn de la K, para el nitrato

Cuando se determind la velocidad de la reaccidén enzimi
tica frente a concentraciones crecientes de nitrato a 30°C con MV,
ei enzima no presentd una cinética del tipo Michaelis-Menten (Fig.
4). Solo si la reaccién se llevaba a cabo en presencia de CNOK
(cfr. 3.7) a 30°C o si la actividad se ensayaba a 2°2C, se observa-
ba un comportamiento tipo Michaelis. De esta Gltima forma se calcu

16 una Km aparente del enzima para el nitrato de 0,11 mM (Fig. 5).

1.7 Determinaci6n de 1la Km para el metil violdgeno

Similarmente, la representacién de los inversos de con
centracidon de MV frente a los inversos de velocidad presentd carag
teristicas andmalas, cuando el ensayo enzimdtico se realizaba a
30°C (Fig. 6). Disminuyendo proporcionalmente la cantidad de ditio
nito en los ensayos con baja concentracién de violdgeno, se obser-
vé que la reaccidén obedecia al esquema tipiéo de los enzimas con
’cinética de Michaelis. En estas condiciones una Km’aparente para
el metil Violégeno de 0,77 mM se calculdé a partir de la‘reﬁresentgk

cidén de inversos de Lineweaver-Burk (Fig. 7).




v

00

3 L S T T T
4 0 4 8 12

1/ENO3 T (mM]!

Fig. 4 Efecto de la concentracidén de nitrato sobre la actividad

nitrato reductasa de Acinetobacter calcoaceticus ensayada a 30°C.

Las condiciones del ensayo fueron las descritas en Materiales y

Métodos excepto que el:nitrato se afiadié a las concentraciones in
@ S -

dicadas. Extracto acelular 0.22 mg de proteina.
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Fig. 5 Efecto de la concentracidn de nitrato sobre la actividad

nitrato reductasa de Acinetobacter calcoaceticus ensayada a 2° C.

Las condiciones del ensayo fueron las descritas en Materiales y
Métodos excepto que el nitrato se afiadié a las concentraciones in
dicadas. Extracto libre de celulas, 0.25 mg de proteina.



LAY

4 o 3 3 e s

~

UIMVH I (mm)?

Fig. 6 Efecto de la concentraciin de metil viologeno reducido so-
bre la actividad.-de la mitrato reductasa de Acinetobacter calcoa-
ceticus a concentracidén fija de ditionito. Las condiciones del en
sayo fueron las descritas en Materiales y Métodos excepto que el

MV se afiadi6é a <das concentraciones indicadas. Extracto libre de ce
lulas, 0.3 mg de proteina. ’
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Fig. 7 Efecto de la concentracidn de metil viologeno reducido en

la actividad de la nitrato reductasa de Acinetobacter calecoaceti-

cus modificando proporcionalmente-las concentraciones de ditioni

to y MV i Las condiciones del ensayo son las resefiadas en Materia

les y Métodos excepto que el MV se utilizé a las concentraciones

que se indican y la concentracién de Sin' era proporcional a la

concentracidn de MV utilizada. Preparacidén enzimitica, 0.3 mg.
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1.8. Inhibidores de 1a‘aCtividad'nitrato'reductasé

El cianurovfue efectivo inhibidor de la nitrato reducta-
sa a concentraciones entre 0,1-0,2 mM, mientras que la azida inhi -
bi6é en mucho menor extensién. El enzima fue sensible a los reacti -
vos de grupos -SH, pHMB y NEM, siendo el primero de ellos un poten-
te inhibidor de la actividad nitrato reductasa a partir de concen -

-

traciones tan bajas como 10 uM. (Tabla 3). ’ 1
|
1

El tipo de inhibicién ejercida por el cianuro fue de ti-

po acompetitivo como puede observarse en la Fig. 8. ‘

1.9. Peso molecular de la nitrato reductasa - B S

El peso molecular de la nitrato reductasa se determind
por filtracién ‘en Sephadex G-150 utilizando proteinas marcadoras
de peso molecular conocido como se describe en Materiales y Méto -

%

dos. El peso molecular calculado a partir de los resultados que se

recogen en la Fig. 9 fue 96.000.

1.10. Coeficiente de sedimentacidn de la nitrato reductasa

' Se calculd comparativamente viendo el desplazamiento del
pico de actividad de 1la nitrato reductasa en un gradiente lineal de
sacarosa con respecto a un marcador tal como la ovoalbimina de S20 |

>

conocido (Fig. 10). El S20 w calculado fué de 6,55. E1 peso molecula:

b



TABLA 3

EFECTO DE DISTINTOS INHIBIDORES SOBRE LA ACTIVIDAD DE

LA NITRATO REDUCTASA DE Acinetobacter calcoaceticus

INHIBIDOR CONCENTRACION (M) INHIBICION (5)
Ninguno - 0

CNK 1074 87

CNK 2x1074 93

NNa 1073 " 20

pHMB , 1075 | 85

pHMB 1074 95
NEM . ax107S 52

Las condiciones de ensayo fueron las descritas en Mate-
riales y Métodos ', excepto que los distintos inhibidores
se afiladieron, a las concentraciones indicadas, a la mez-
cla de reacci6én al comienzo del ensayo. Extracto acelular,
0,3 mg.
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Fig. 8 Inhibicidn por el cianuro sobre la nitrato reductasa con
respecto al nitrato. Los ensayos se llevaron a cabo segdn se in
dica en Materiales y Métodos excepto que el:nitrato se utilizé a
las concentraciones dadas y donde se indica se afiadié al ensayo
CNK 50 uM. Extracto acelular, 0.25 mg. v
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Fig. 9 Estimacidn del peso molecular de la nitrato reductasa de
Acinetobacter calcoaceticus por filtracidn en una columna de Se

phadex G-150. Las condiciones experimentales se encuentran deta

lladas en Materiales y Métodos

% -
Ve= volumen de elucién de cada proteina standard o del enzima
Vt= volumen total de la columna

Vo= volumen vacio.
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Fig. 10 Determinacidén del coeficiente de sedimentacidn de la ni-

trato reductasa de Aeinetobacter calcoaceticus por centrifugacidn

en gradiente de sacarosa. 0.2 ml de extracto acelular contenien-
do 0.4 mg de proteina se centrifugaron a 45.000 r.p.m. en un gra
diente lineal de sacarosa del 5 al 20% durante 12,5 horas a 2°C
en un tampén fosfato potdsico 50 mM, pH 7.5, 2 mM en CNOK usando
como proteina patrdn ovoalbumina ( P.M.= 43.500; SZO,w= 3.66). La
actividad nitrato reductasa se determindé en fracciones de 0.1 ml
en presencia de 2 mM CNOK a 30°C durante 15 min, con MV y ditioni
to en las condiciones descritas en Materiales y Métodos. La ovo-
albumina se detectd, midiendo su absorbancia a 280 nm.
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calculado a partir del coeficiente de sedimentacidn por el mé-

todo de MARTIN y AMES (1961) (72) fue de unos 100.000.

2. PAPEL DEL MOLIBDENO Y DEL HIERRO EN LA ASIMILACION DEL NI -

TRATO EN Acinetobacter calcoaceticus

2.1. Efecto del tungstato sobre el crecimiento de cé&lulas de

Acinetobacter cultivadas en distintas fuentes de nitrb6ge-

no

»

El tungstato inhibidé el crecimiento de A. calcoaceti-

cus cuando se afiadié al medio de cultivo con nitrato como Gnica
’fuente de nitrdégeno. Este efecto no se‘pudo observar en medios
én los que el nitrégeno eStabaﬂen'forma;de nitrito o ambniaco,
incluso a concentraciones de tungstato 100 M (Fig. 11). Eﬁ es-
tos experimentos se usaron inéculos deficientes en molibdeno. En
las cé&lulas cultivadas con nitrito o amoniaco el crecimientd fue
répido tanto en* ausencia como en presencia de tungstato. En las
células cultivadas en nitrato se observd una gran diferencia
transcurriendo varias horas hasta que el cultivo que contenia

tungstato mostr6 indicios de crecimiento.

2.2. Efecto inhibidor del tungstato a distintas concentraciones

sobre el crecimiento de células de Acinetobacter cultivadas

en nitrato

En la Figura 12 se presenta el efecto de concentracio
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Fig. 11 Efecto inhibidor

celulas de Acinetobacter

TIEMPO (horas)

del tungstato sobre el crecimiento de

calcecoaceticus cultivadas en distintas

fuentes de nitrdgeno. El
en Materiales y Métodos.
molibdeno y contenian la

crecimiento se siguid seglin se detalla
Los medios usados eran deficientes en

fuente de nitrégeno que se indica. Don

de se indica,WO4Na2 100 uM se afiadié al medio de cultivo. Otras

condiciones experimentales se especifican en Materiales y Méto-

dos.
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Fig 12 Efecto inhibidor del tungstato g distintas concentraciones

sobre el crecimiento de celulas de Acinetobacter calcoaceticus cul i

tivadas en nitrato. Las celulas se crecieron durante 13 horas en

medios que contenian 0.25 pM de MoO,Na, y las cantidades de W04Na2
que se indican. *El inéculo de partida era deficiente en molibdeno
y se cultivd con amonio como fuente nitrogenada. Otras condiciones

experimentales se especifican en Materiales y Métodos.
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nes crecientes de tungstato afiadidas al medio de cultivo con ni-

trato sobre el crecimiento de A. calcoaceticus. Se observa que

una concentracibén de 10 uM afecta el crecimiento en gran medida.

2.3. Efecto del tunstato sobre la actividad nitrato reductasa de

~Acinetobacter

La adicién de cantidades crecientes de tungstato a

células de Acinetobacter cultivadas en nitrdto, produjo una

drastica disminucidn en los niveles de nitrato reductasa. El
efecto antagonico de tungstato frente al molibdato en la acti-

vidad enzimitica se muestra en la Fig. 13.

2.4. Efecto ‘de molibdato sobre el crecimiento de Acinetobacter

‘en_medios con nitrato y en presencia de tungstato

En la Fig. 14 se muestra la competencia en el creci-
miento operada por molibdato afiadido a células cultivadas en
presencia.de tungstato. Una concentracidn de molibdato 1 ﬁM es
capaz de superar el efecto de una concentracibn de tungstato
- 100 uM; que en ausencia de molibdato impedia précticamente el

crecimiento de células cultivadas en nitrato (Fig. 11).
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Fig. 13 Efecto del tungstato sobre la actividad nitrato reductasa

de feinetobaeter calcoaceticus.lLas celulas se crecieron durante

13 horas en medios con nitrato que contenian MoO4Naz,;0.25 uM y
las concentraciones de W04Na2 que se indican. A continucacidn se
recogieron las células y se prepararon los extractos acelulares
“en los que se determind la actividad nitrato reductasa, como se
describe en Materiales y Métodos. Los inbculos de partida eran
deficientes en molibdeno y procedian de células cultivadas en a-

monio.
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Fig. 14 Efecto del molibdato sobre el crecimiento de cétlulas de

Aeinetobacter cdlcoaceticus cultivadas en nitrato y en presencia

de tungstato. Las celulas se crecieron durante 13 horas en medios
con nitrato, 100 uM de WO4Na2 y las concentraciones de M004Nazque
se indican. Otras condiciones experimentales fueron las mismas

que se indican en la leyenda de la Fig. 12.
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2.5 Efecto del molibdéto sobre la actividad nitrato'reductasa de

células de Acinetobacter cultivadas en nitrato y en presencia

de tungstato

El efectb antagdénico entre el molibdato y tungstato se
ha visto también a nivel de actividad enzimitica. Al crecer cé1ﬁ~
las en nitratd, WO, Na, 100 uM y concentraciones crecientes de mo-
libdato, un incremento paralelo de los niveles intracelulares de

nitrato reductasa, pudo ser observado (Fig. 15).

2.6 Efecto del hierro sobre la actividad nitrato reductasa de Aci-

netobacter

El posible papel del hierro sobre la actividad nitrato
reductasa se estudid mediante experimentos similares a los descri

tos en 2.5 . Como se muestra en la Fig.*16 creciendo Acinetobac-

. . + . .

ter en concentraciones crecientes de Fe?* en medios con nitrato,
se observd un incremento significativo de la actividad enzimdtica
paralelo a las concentraciones del metal presentes en el medio de

cultivo.

3. INACTIVACION Y REACTIVACION DE LA NITRATO REDUCTASA DE Acineto-

bacter calcoaceticus

'3.1. Efecto del cianato sobre la actividad nitrato reductasa de

Acinetobacter

Como queda indicado anteriormente (1.4), la actividad

nitrato reductasa cuando se ensayaba con MV y ditionito a 30° C
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Fig. 15 Efecto del molibdato sobre la actividad nitrato reductasa

de células de Acinetoboacter calcoaceticus cultivadas en nitrato

y en presencia de tungstato. Las cé€lulas se crecieron en medios
con nitrato,. 100 uM de WO4Na2 y las concentraciones de 1‘~/IoO4Na2 ~
que se indica. ‘otras condiciones experimentales fueron las mis-
mas que se indica en la leyenda de la Fig. 13.
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Fig. 16 Efecto del hierro sobre la actividad nitrato reductasa de

deinetobacter calcoaceticus. Las células se crecieron durante 13

. . . 2+
horas en medios con nitrato y a las concentraciones de Fe” que

se indica. Los indculos de partida se prepararon a partir de cé-
lulas cultivadas con aménio en medios deficiente en hierro. Pa-

ra otras condiciones experimentales,ver Materiales Y Métodos
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experimentaba, después de breve tiempo una inactivacidn total. Si
el ensayo se realiza en presencia de CNOK 2 mM, la velocidad de
la reaccidn permanecia constante al menos durante 30 min. Y si la
adicién de cianato se hace al enzima previamente inactivado,se
observa un efecto reactivador que reestablece la capacidad del

enzima en el proceso de reduccidén (Fig. 17).

3.2. Reduccidén de nitrato en presencia de cianato por la nitrato

»

‘reductasa de Acinetobacter con metil viologeno reducido qui-

micamnete con ditionito

La reaccidn enzimidtica se caracterizd en presencia de
Cianato.En estas condiciones 1la reaécién presento los mismos re;
querimientos de sustrato, reductor, transportador de electrones
y enzima, observados en el ensayo normal en ausencia de cianato

( Tabla 4 ).

3.3. Efecto de la concentracidn de cianato sobre la actividad ni-

trato reductasa de Acinetobacter

En la Fig. 18 se presenta el efecto de distintas con-
~centraciones de cianato afiadidas al ensayo de actividad de 1la
nitrato reductasa. La actividad se incrementd al aumentar la con
centracién de cianato hasta 2 mM. A concentracionesksuperiores la

velocidad de la reaccidn enzimidtica no experimento cambio alguno.
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Fig. 17 Efecto del cianato sobre la actividad nitrato reductasa de

Acinetobacter calcoaceticus. La mezcla dé reaccidén contenia en un

volumen final de 12 ml: 1.2 mmoles de tampdén fosfato potdsico, pH
7.5; 120 umoles de N03K; 60 umoles de metil viologeno; 9.6 mg de
ditionito s6dico en 1.2 ml de CO;HNa 95 mM y 4.8 mg de preparacidn
enzimdtica. Donde se indica se afiadié CNOK hasta una concentracidn
2 mM. La reacc1on se 1llevd a cabo a 30°C a 1los tlempos indicados
en alicuotas de 1 ml .



TABLA 4

REDUCCION DE NITRATO EN PRESENCIA DE CIANATO POR LA NITRATO

REDUCTASA DE Acinetobacter calcoaceticus CON METIL VIOLOGE;,

NO REDUCIDO QUIMICAMENTE CON DITIONITO

NITRITO FORMADO

SISTEMA :
(nmoles)

Completo ‘ 82

" menos CNO~ . .18
menos NO% 3
menos MV | 3

2~ .

menos SZO4 7 | s 2
Completo, nitrato reductasa B
calentada 5 min a 100°C , 2

Las condiciones de la reaccidén fueron las descritas en Ma-
teriales y Métodos para el ensayo a 30°C excepto que el sis
tema de reaccidén contenia CNOK 2 mMy la durac1on del ensayo
~fue de 30 min. Preparac1on enzimidtica 0,04 mg.
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Fig.18 Efecto de la concentracién de cianato sobre la actividad

nitrato reductaéa de’Acinetobacﬁer calcoaceticus. La mezcla de

reaccidn contenia, en un volumen fianl de 1 ml: 100 pmoles de
tampéﬁ-fosfato°potésico, pH 7.5; 10 ymoles de NOLK; 5 umoles. de
MV; 0.8 mg de SZO4Na2 en 0.1 ml de COsHNa 95 mM; 0.8 mg de pre
paracidén enzimitica y las concentraciones de CNOK que se indican.
La reaccidén se llevd a cabo a 30°C durante 10 min.
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3.4. Relacidn entre la concentracidn de enzima y 1la actividad ni-

trato reductasa en presencia y en ausencia de cianato

La actividad enzimitica fue proporcional a la concen-
tracidon del enzima en el ensayo cuando se 1levd a cabo la reaccién
en presencia de cianato; al igual que cuando éste estaba ausente,
aunque en presencia de agente protector se observd un 1igero»in;
cremento de la actividad (Fig.19).

3.5. Efecto del cianato sobre la actividad nitrato reductasa en-

sayada a baja temperatura

- La adicidn de cianato a la mezcla de feaccién, cuando -
el ensayo se 1levé a cabo a 2°C, no se tradujo en‘unkincremento -
significativo de la actividad énzimética (Fig. 20), lo cual no
quiere decir que la inactivacién antes descrita ( 1.4 ), fuese
exclusivamente un efecto de la temperatura, ya que el enzima ca-
lentado a 30°C durante 15 minf, retuvo su actividad integramente

cuando se ensayé a 2°C (Fig. 21).

'3.6. Reactivacidn con cianato a 2°C de la nitrato reductasa inac-

tivada previamente en el ensayo a 30°C

El enzima inactivado en el ensayo a 30°C es capaz de re
activarse con cianato a bajas temperaturas mientras que el simple
cambio de temperatura desde 30°C a 2°C, fué incapaz de provocar la

reactivacién (Fig. 22). Lo cual refuerza el hecho de que no sbélo
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Fig. 19 Relacidn entre la concentracidén de enzima y la actividad
nitrato reductasa en presenctia y ausencia de cianato. La mezcla
de reaccibn confenia, en un volumen final de 1 ml: 100 umoles de
tampén fosfato potésico, pH 7.5; 10 umoles de NOzK; 5 uymoles de
MV y 0.8 mg de “ditionito en 0.1 ml de COSHNa 95 mM. Donde se in-

dica se anadieron 2Z umoles de CNOK. Extracto acelular, 0.2 mg.
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Fig. 20 Cindtica de la reduccidén de nitrato mediante la nitrato

reductasa de Acinetobacter calcoaceticus a 2°C en presencia y en

ausencia de cianato. La mezcla de reaccién contenia, en un volu-
men final de 12 ml: 1.2 mmoles de tamp6n fosfato potdsico, pH 7.5;
120 umoles de NOSK; 60 pmoles de MV; 9.6 mg de ditionito sdédico en
1.2 ml de CO;HNa 95 mM y 4.8 mg de preparacidn enzimdtica. Donde
se indica se afiadieron 24 pmoles de CNOK. A los tiempos sefialados,
se tomaron alicuotas de 1 ml en las cuales se determing el nitri-

to formado, como se describe en Materiales y Métodos.
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Fig. 21 Cinética de la nitrato reductasa de deinetobacter calcoa-

ceticus ensdyadd a 2°C y previamente calentada a 30°C. Donde se
indica la prepafacién enzimitica (2 mg) se preincubd con tampdn
fosfato potésiéo,100 mM, pH 7.5 durante 15 min a 30°C. A continua
cidén se le afiadieron los reactivos de ensayos como se indica en
Materiales y Métodos y la actividad se ensayd a 2°C en alicuotas
dée«1 ml en 1as‘que se determind el nitrito aparecido a los tiempos
indicados. La mezcla de reaccidén fué de 10 ml.
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Fig. 22 Efecto del cianato a 2°C sobre la mitrato reductasa de

Acinetobacter calcoaceticus previamente inactivada a 30°C. La mez

cla de reaccidén contenia en un volumen final de 10,8 ml: 1,2 mmo-
les de tampdn fosfato potdsico, pH 7.5; 120 umoles de N03K; 60
umoles de metil viologeno; 9,6 mg de ditionito sédico en 1.2 ml

de COSHNa 95 mM y.5 mg de preparacidén enzimidtica. La reaccidn se
1levd a cabo a 30°C tomdndose alicuotas de 0.9 ml en las que se
determindé el nitrito aparecido, a los tiempos sefialados. Donde se
indica, se dividid el resto de la mezcla de reaccidén en dos partes
y se continud la reaccidn a 2°C, afiadiéndose CNOK a una de ellas,
hasta una concentracidén final de 2 mM y determindndose la actividad

de la misma manera en alicuotas de 0,9 ml a los tiempos indicados.
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interviene la temperatura en la inactivacidén de la nitrato reduc-

tasa.

3.7. Efecto de la concentracidn de nitrato y metil viologeno sobre

la actividad nitrato reductasa ensayada en presencia de cia-

nato

En la Fig. 23 se muestra una representacidén de inversos

tipo Lineweaver-Burk de la actividad nitrato reductasa de A. cal-

»

coaceticus ensayada a 30°C en presencia y en ausencia de CNOK.

A diferencia del curso bifasico que se observd en ausencia de cia-
nato, en presencia de éste él enzima presentdé una saturacidn por
-sustrato tipo Michaelis—Menten. En estas condicionesvse calculé
’uanm aparente’para el nitrato dé 0.35 mM. S
Cuando se intento determinar 1la Km’para el MV en presencia de cia-;
nato, con cantidades fijas de ditionito, de observd el mismo fend-

%

meno que cuando se estudid en ausencia del agente protector (Fig.

24) (ver 1.7)..

3.8. Efecto de distintas concentraciones de nitrato sobre la inac-

tivacidn de la nitrato reductasa de Acinetobacter reducida

con ditionito

Cuando el enzima se preincubdé con ditionito a 2°C no

se observd practicamente inactivacidn. Si el tratamiento. se reali-
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Fig. 23 Efecto de la concentracidén de nitrato sobre la actividad

nitrato reductasa de Acinetobacter calcoaceticus en ausencia y en

presencia de cianato, a 30°C. La preparacidn enzimdtica (0.4 mg)
se ensayd a 30°C durante 2 min con las concentraciones de nitrato
indicadas bien en asuencia o en presencia de CNOK 2 mM. Otras con
diciones de ensayo fueron las mismas que se indica en Materiales y
Métodos. Bl volumén final de la mezcla de reaccién fué 2 ml.
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Fig. 24 Efecto de la concentracién de metil viologeno sobre la

actividad nitrato reductasa de Acinetobacter calcoaceticus a

8 B B N

12

16,

concentracidn constante de ditionito em ausencia y en presencia

de cianato. Lasnitrato reductasa (0.2 mg) se ensayd a 30°C duran
te 15 min con distintas concentraciones de metil viologeno. Don-
de se indica la actividad se ensayd en presencia de CNOK 2 mM. O
tras condiciones experimentales fueron las mismas que se indican

en Materiales y Métodos.
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zaba en presencia de pequefias concentraciones de nitrato se obser
vaba una dridstica inactivacidén. A concentraciones mayores, del or
den de 10 mM la inactivacidn no fué tan significativa (Fig.25).

3

3.9. Cinetica de inactivacién de la nitrato reductasa por ditio-

nito y bajas concentraciones de nitrato

El proceso de inactivacién de la nitrato reductasa por
ditionito y bajas concentraciones de nitrato es muy rdpida y en

2 min. la inactivacién fué practicamente total (Fig. 26).

3.10. Proteccidn por cianato de la inactivacidén de la nitrato re-

ductasa producida por ditionito y nitrato

El cianato afiadido a la mezcla de preincubacidn.antes
que el ditionito y el nitrato, evitaba la inactivacidn antes men

cionada (Tabla 5) .

3.11. Reactivacidn por cianato de la nitrato reductasa de Acine-

tobacter inactivada por ditionito y nitrato

El enzima inactivado por ditionito y nitrato se reacti-
vo hasta ﬁn 80% al aﬁédir CNOK en el momento del ensayo (Tabla 6);
Cuando el enzima inactivado se preincubdé durante 10 min. a 2°C en
presencia de CNOK 2 mM, la reactivacidén conseguida fué completa

(Tabla 7).
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Fig. 25 Efecto de distintas concentraciones de nitrato sobre la
inactivacidn de la nitrato reductasa de Acinetobacter calcoaceti -
cus reducida con ditionito. 0.8 mg de extracto acelular se prein
cubaron con 25 +umoles de tampéh fosfato potédsico, pH 7.5; 0.4 mg
de SZO4Na2 en 0.05 ml de CO,HNa 95 mM, y las concentraciones de
NOSK_que se indican. durante 15 min a 2°C. Posteriormente se to-
maron alicuotas de 0.1 ml ensayandbse en ellas la actividad a

2°C, durante 10 min en las condiciones descritas en Materiales y

Métodos. .
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Fig. 26 (inética de inactivacidn de la nitrato reductasa de Aci-

netobacter calcoaceticus por ditionito y bajas concentraciones de
nitrato. La preparacién enzimitica (2,8 mg) se preincubd a 2°C,
en un volumen total de 2 ml en presencia de 100 umoles de tam -
pén fosfato potasico, pH 7.5 y 20 nmoles de NOLK y 1,6 mg de
S,0,Na, disueltos en 0.2 ml de CO;HNa 95 mM. La act;vacién se de
termind, a los tiempos indicados, en alicuotas de 0.1 ml completa

das hasta 1 ml con los reactivos del ensayo standard, como se des
cribe en Materiales y Métodos.




TABLA 5

PROTECCION POR CIANATO DE LA INACTIVACION DE LA NITRATO

REDUCTASA PRODUCIDA POR DITIONITO Y NITRATO

TRATAMIENTO ACTIVIDAD (%)
Ninguno | 100
2_ . -
8204 s NO3 3
2_. - -
$,0, , NO4, CNO i 93

El extracto acelular (1 mg) se preincubd en un volumen fi
nal de 1 ml con 50 ymoles de tampdn fosfato potésico, pH
7,5 y donde se indica, con 10 nmoles de_NOSK, 1 ﬁmol de
CNOK y 0,8 mg de SZO4Na2 en 0.1 ml de CO3HNa 95 mM, duran
te 15 min a 2°C. La actividad se determind, después de la
preincubacibn, en alicuotas de 0.1 ml, completadas hasta

1 ml con los reactivos del ensayo-standard, a 2°C, como se
indica en Materiales y Métodos . E1 100% de actividad co-
rresponde a 4§ nmoles de nitrito formado en 10 min. Cuando
fué necesario, los valores de la actividad se corrigieron

sustrayendo el nitrito formado durante la preincubacidn.



TABLA 6

REACTIVACION DE LA NITRATO REDUCTASA DE Acinetobacter cal-

coaceticus PREVIAMENTE INACTIVADA CON DITIONITO Y NITRATO

POR ADICION DE CIANATO EN EL MOMENTO DEL ENSAYO ENZiMATICO

TRATAMIENTO ~ ADICION ACTIVIDAD (%)
Ninguno : - 100
. ] |
$,05 ", NOg - 10
2- - - d
205> NOZ CNO 79

5,0

- La preparacidén enzimdtica (1.3 mg) se preincubd en un volu

‘men final de 1 ml,50 pmoles de tampdn fosfato potédsico, pH o

7,5 y donde se indica 10 nmoles de N03K y 0,8 mg de SZOi-en
0.1 ml de CO;HNa 95 mM,durante 10 min a 2°C. La actividad
se determind , después de la preincubacidén, en alicuotas de
0.4 ml, completadas hasta 1 ml con los reactivos del ensayo
standard, a 2°C como se explica en Materiales y Métodos .
Donde se indica se afiadidé ademds 2 pmoles de CNOK. E1 100%
de actividad corresponde a 67 nmoles de nitrito feormado en
10 min.



TABLA 7

REACTIVACION POR CIANATO DE LA NITRATO REDUCTASA DE

Acinetobacter calcoaceticus INACTIVADA CON DITIONI-

TO Y NITRATO

TRATAMIENTO I TRATAMIENTO II ACTIVIDAD (%)
Ninguno Ninguno - 100
8202—, NO, ‘Ninguno . 6

2- - -
$,0; » NOg CNO 99

El extracto acelular (2.3 mg) se preincubd en un volu-
men final de 1 ml con 50 umoles de tampén fostato potd
sico, pH 7.5, y donde se indica, 10 nmoles de NOBK ;
0.8 mg de S, i_ en 0.1 ml de CO;HNa 95 mM durante 10 min
a 2°C . Posteriormente,donde se indica, se afiadidé 1 pmol
de CNOK y se preincubéb durante 10 min a 2°C. La activi-
dad se determind a 2°C en alicuotas de 0.2 ml completa-
das hasta 1 ml con los reactivos del ensayo standard,
“como se indica en Materiales y Métodos . El1 100% de ac
tividad corresponde a 90 nmoles de nitrito formado en

20 min. Cuando fué necesario, la actividad se corrigié

sustrayendo el nitrito formado durante la preincubacidn.
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3.12. Requerimiento de ditionito para la reactivacidn por ciana-

to de la nitrato reductasa previamente inactivada por di-

tionito y nitrato

Como se observa en la Tabla 8; el enzima de -
bia estar reducido con ditionito para que el cianato produjera
la reactivacion. Cuando el enzima, previamente inactivado con di
tionito y nitrato, se preincubdé con CNOK 2 mM después de oxidar
el ditinito, s6lo se recuperd hasta un 15 %,de sﬁ actividad. Si
el ditionito estaba presente durante la preincubacidn la recupe-
racién observada fué hasta un 70 %. Esta reactivacidn dependié
del poder reductor, pués los productos de oxidacidn del ditioni-

to no fueronkcapaces de inhibir la actividad nitrato reductasa.

3.13. Efecto del metil viologeno sobre la nitrato reductasa inac-

tivada por ditionito y nitrato

La tabla 9 muestra que el metil viologeno fué un efec-
tivo protector frente a la inactivacién de la nitrato reductasa
por ditionito y nitrato a bajés concenfracionés. Sin embargo fué
‘incapaz de reactivar apreciablemente el enzima, en presencia o
~ausencia dgl ditionito, una vez que la inactivacién habia tenido

lugar.

3.14. Unidén reversible del cianato con 1la nitrato reductasa de

Acinetobacter

En la Tabla 10 se muestra el efecto de la filtracién



TABLA 8

. 7 0D DE
’/,/ N\
REQUERIMIENTO DE DITIONITO PARA LA REACTIVACION}"'BBR

73 fAGh
CTANATO DE LA NITRATO REDUCTASA PREVIAMENTE INA&II-

VADA CON DITIONITO Y NITRATO

TRATAMIENTO I TRATAMIENTO II ACTIVIDAD (%)
Ninguno Ninguno - 100
2- - e '
SZO4 s NO3 Ninguno 6
2- - -
S,04 » NOg CNO 15
2- - - 2-
S,0 NO, | CNO , 5,04 70>

274 >

El extracto acelular (8.3 mg) se preincubd en un volu
men final de 4 ml con 200 umoles de tampén fosfato po
tédsico, pH 7.5 y donde se indica 40 nmoles de NOSK y
3,2 mg de S,05  en 0.4 ml de CO.HNa 95 mM, durante 10
min a 2°C. A continuacidn se dividid esta mezcla en
tres partes iguales, y tras oxidar el ditiomito median
te agitaciobn suéve, se afiadi6é, donde se indica: CNOK
-1 mM y S,0,Na, (0.8 mg/ml) disuelto en CO;HNa 95 mM.

- Trancurridos 10 min a 2°C, se determindé la actividad
en alicuotas de 0.1 ml completadashasta 1 ml con los
reactivos del ensayo standard, a 2°C como se indica en
‘Materiales y Métodos . E1 100% de actividad corres-
ponde a 48 nmoles de nitrito formado en 10 min. Cuan-
do fué necesario, la actividad se corrigid sustrayen
do el nitrito formado durante la preincubacidn.



TABLA 9

EFECTO DEL METIL VIOLOGENO SOBRE LA NITRATO REDUCTASA DE

Acinetobacter calcoaceticus INACTIVADA POR DITIONITO Y

NITRATO
TRATAMIENTO I TRATAMIENTO II ACTIVIDAD (%)
Ninguno Ninguno | 100
SZOi~, NO; Ninguno ' 6
~2 - - .
82@4 s NOS’ MV | ' Ninguno 99
5,027, NO; MY 11
274 3 ,
2- - 2-
8204 R NOS MV, 8204 8

En la primera serie de experimentos el extracto acelular
(3,2 mg) se preincubdé a 2°C durante 10 min en un volumen
final de 1 ml con 50 umoles de tampdn fosfato fotdsico,

pH 7.5 y donde se indica con los siguientes compuestos:
NOSK, 10 nmoles; MV 2 umoles y-SZO4Na2 0.8 mgen 0.1 ml

de CO;HNa. La actividad se determind en alicuotas de 0.2

ml a 2°C durante 10 min como se indica en Materiales y Mé
todos. En la segunda serie de experimentos, tras .una prein.
cubacién del enzima con los compuestos que se indican, des
pués de oxidar el SZO2~ se volvié a preincubar en

las mismas condiciones, con MV o con MV y SZOANa2 0.8 mg/ml
disuelto en CO;HNa 95 mM. La actividad se determind de igual
forma en alicuotas de 0.2 ml. E1 100% de actividad corres-
ponde a 80 nmoles de nitrito formado en 10 min. Cuando fué
necesario la actividad se corrigidé sustrayendo el nitrito

formado durante la preincubacidn.



TABLA 10

EFECTO DE LA FILTRACION POR SEPHADEX G-25 SOBRE LA NITRA-
TO REDUCTASA DE Acinetobacter calcoaceticus PREVIAMENTE

TRATADA CON CTIANATO

ACTIVIDAD
'TRATAMIENTO (nmoles/mg de proteina)
-CNO"~ “+CNO~
I 541 1500
1 1470 1576
IIT | | : 490 | 1200

En el Tratamiento I, la nitrato reductasa (0.7 mg) se prg'
incubd a 30°C durante 10 min con tampdn fosfato potédsico,
100 mM, pH 7.5 en un volumen final de 1 ml. E1 Tratamien-
to II, fué como el I excepto que el enzima se preincubd en
presencia de CNOK 20 mM. En el Tratamiento III, el enzima
preincubado como en II, fué pasado a través de una columna
~de Sephadex G-25 equilibrada con tampdén fosfato potédsico
100 mM, pH 7.5. La actividad se determind en alicuotas de
0.1 ml completadas hasta 1 ml con los reactivos del ensa-
‘yo standard con MV. La reaccién se 1llevd a cabo a 30°C du
rante 20 min en ausencia -(-CNO ) o en presencia (+CNO )de
CNOK 2 mM.
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por Sephadex G-25 sobre la nitrato reductasa previamente tratada
con CNOK 20 mM. Como puede observarse, la filtracidn por Sepha-
dex del enzima previamente tratado separd CNOK de la misma, ya
que al ensayar la actividad nitrato reductasa a 30°C durante 20
,min.'no se detectd el efecto pretector del cianato (Tratamiento
III, -CNO ), al igual que ocurridé cuando el enzima sin tratar se
ensayd en ausencia de dicho compuesto (Tratamiento I, -CNO ). Por
el contrario cuando el enzima preincubado con CNOK 20 mM se ensa
y6 en ausencia de cianato afiadido, el efecto protector fué paten
te puesto que la concentracién de CNOK en la mezcla de reaccién

fué suficiente para que el enzima trabajara con plena eficiencia.

3.15. Efecto del carbamilifosfato sobre 1la actividad nitrato res

-ductasa de Acinetobacter

El cafbamil fosfato fué taﬁbién capaz, al igual que el
cianato, de prgtejer y reactivar la nitrato reductasa durante su
ensayo a 30°C con metil viologeno reducido quimicamente por ditio
nito, con la diferencia de que la cinética de actividad obtenida

fué exponencial con el tiempo (Fig. 27).

4. REGULACION DE LA SINTESIS DE LA NITRATO REDUCTASA DE Acineto-

bacter calcoaceticus

4.1. Represidn por amonio de la sintesis de la nitrato reductasa

de Acinetobacter

Los niveles intracelulares de nitrato reductasa depen-
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Fig. 27 Efecto del carbamil fosfato sobre la actividad nitra-

to weductasa de Acinetobacter calcoaceticus. Las condiciones

experimentales fueron las mismas que las descritas en la Figu
ra 17 excepto que se us6é carbamil fosfato a una concentracidn
4 mM en vez de CNOK. ‘
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dieron de la fuente de nitrdgeno utilizada por la bacteria. Asi
los niveles de enzima eran altos cuando las células se cultiva-
ron en nitrato o nitrito. Sin embargo, eran insignificantes con

amonio solo o bién en presencia de nitrato o nitrito (Tabla 11).

4.2. Derrepresidn de la nitrato reductasa de Acinetobacter

Para comprobar que la nitrato reductasa no estaba pre-
sente en las células crecidas en amonio se Jlevéka cabo el expe-
rimento que se muestra en la Tabla 12. Cuando las células creci-
das en amonio se transfirieron a un medio sin nitrogeno,la nitra
to reductasa fué sintetisada de novo, pués en presencia de kana-

micina, un inhibidir de la sintesis de proteinas (137), no se ob

servd sintesis de enzima.

5. LA FERREDOXINA COMO DONADOR DE ELECTRONES DE LA NITRATO REDUC-

TASA DE Acinetobacter calcoaceticus

5.1. La ferredoxina de Azotobacter como donador de electrones de‘

la nitrato reductasa de Acinetobacter

5.1.1. Reduccidén de nitrato por ferredoxina reducida con un sis-—

tema auxziliar de cloroplastos iluminados -

Ha sido posible acoplar el poder reductor generado por
cloroplastos aislados de espinacas e iluminados, con la reduccidn
de nitrato utilizando como donador de electrones la ferredoxina

de Azotobacter chroococcum. Como se observa en la Tabla 13, los




TABLA 11

EFECTO DE DISTINTAS FUENTES NITROGENADAS SOBRE LOS NIVE-
LES CELULARES DE NITRATO REDUCTASA DE Acinetobacter cal-

_NO

coaceticus
ACTIVIDAD ESPECIFICA
FUENTE DE NITROGENO
(mU/mg de proteina)
NO.K 10 mM T 347
S0, (NH,), 5 mM | 7
NOSNH4 5 mM ' : 9
ZNa 5 mM N NS IPE L : N 71
| NOZNa 5 mM, 804(NH4)2 2.5 mM 7 6

Las celulas se cultivaron durante 13 horas en medios con.

las fuentes de nitrogeno que se indican, se prepararon

los correspondientes extractos celulares y se determind en

ellos la actividad, como se describe en Materiales y Méto
dos. L |



TABLA 12

DESREPRESION DE LA NITRATO REDUCTASA DE Acinetobacter cal-

coaceticus
FUENTE DE NFTROGENO ACTIVIDAD ESPECIFICA
I 11 (mU/mg de proteina)
S0, (NH,), 5 mM - ‘ 7
S0, (NH,), 5 mM SO, (NH,), 5 mM 9
S0, (NH,), 5 mM  Ninguna ’ 85
SO4(NH4)2 5 mM ~Ninguna,mas Kanamicina 6

Las celulas se cultivaron durante 13 horas en medio con amg
nio (I). A continuacidén se recogieron las celulas y después
de lavar con agua destilada, se transfirieron a medios con
la fuente de nitrégeno que se indica en II. Después de 4 ho-
ras de tratamiento se prepararon. los.extractos acelulares en
los que se determind la actividad como se indica en Materia-

les y Métodos. ponde se indica, se afiadié Kanamicina (50ug/ml)



TABLA 13

REDUCCION DE NITRATO CON FERREDOXINA DE Azotobacter

REDUCIDA POR CLOROPLASTOS DE ESPINACAS ILUMINADOS

NITRITO FORMADO

SISTEMA

’ (nmoles)
Completo - 21
”menos ferredoxina : 0
menos nitrato reductasa 0
Completo, en la obscuridad 0

El sistema de reaccién completo contenia en un volumen
final de 3 ml: fragmentos de cloroplasto de espinacas

calentados (0.3 mg de clorofila); extracto acelular de
Acinetobacter 0.5 mg; ferredoxina de Azotobacter chroo-

coccum, 5 mg, y lo siguiente en umoles: tampbén Tris-ClH,
pH 7.5, 150; ascorbato, 10; DPIP, 0.2; ClZMg, 5; NOSK,6.
La reaccidén se llevdé a cabo en vasijas de Warburg, a
24°C durante 30 min bajo atmosfera de argon. La ilumi-.
‘nacién con luz blanca fué de 18.000 Lux.
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cloroplastos iluminados fueron eficaces donadores de electrones
para la nitrato reductasa en presencia de la ferredoxina. En au
sencia de la misma o en la obscuridad, la reaccién no tuvo lu -

gar, asi como en ausencia de la nitrato reductasa.
5.1.2. Reduceidn de nitrato por ferredoxina reducida con un sis
.. . + .
tema aquziliar ferredoxina—-NMADP -oxidorreductasa y NADPH

Utilizando el método descrito por- LAZZARINI et al.

(1962) (57) para la redhccién de 1la ferredoxina de Azotobacter

con NADPH y ferredoxina-NADP ' -oxidorreductasa de espinacas se
consiguidé la reduccién de nitrato mediante ferredoxina y nitra
‘Tto reductasa (Tabla 14). La reduccién de nitrato fue eStrictéf
mente dependiente de ferredoxina y ferredoxina—NADP+—oxiddfre-

ductasa, ademds de la nitrato reductasa.

5.2. Aislamiento y purificacidén de la ferredoxina de Acineto -

“bacter

Los resultados anteriores sugerian que la ferredoxina
estaba implicada en la reduccién del nitrato a nitrito a nivel
fisioldgico, por lo cual se procedid a aislar y purificar de

~ Acinetobacter este transportador de electrones. Los resultados

que se presentan a continuacién demuestran que en Acinetobacter

existe una ferredoxina que ha podido ser aislada y facilmente

purificada hasta homogeneidad.




TABLA 14

REDUCCION DE NITRATO MEDIANTE EL SISTEMA NADPH-FERREDOXIN-

NADP " -OXIDOREDUCTASA DE ESPINACA Y FERREDOXINA DE Azotobacter

- NITRITO FORMADO
SISTEMA

(nmoles)
Completo : 11
menos ferredoxina . ’ 0
menos NADP+—Rasa ' ' 0
menos nitrato reductasa 0

El sistema de reaccidn completo contenia en un volumen final

de Z ml: extracto acelular de Acinetobacter, 0.8 mg; ferredo
xina de Azotobacter, 1.7 mg; ferredoxin-NADP" -oxidorreducta

sa de espinaca, 2.4 mg; sistema regenerante de NADPH consisten
te en glucosg-6-fosfato, 15 pmoles; glucosa-6-fosfato deshidro
~genasa, 8.3 U.; CIZMg, 2 ymoles. Y 1los s%guientes compuestos en
um91es: tampén Tris-C1H, pH 7.5, 200; NOgK , 4; NADPH, 0.6. La
reaccidn se llevdé a cabo en vasijas de Warburg a 24°C durante

45 min, bajo atmosfera de argon.
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5.2.1. Preparacidén de extractos acelulares y adsorcidn de la fe-—

rredoxina sobre DEAE-ceZuZosa

Se partié de unos 250 g de pasta de células que se la-
varon un par de veces con agua destilada vy posteriormente\sé re-
suspendieron en 500 ml de tampdn fosfato potdsico 50 mM pH 7,4,

a los que se afiadieron 200 ml de n-butanol siguiendo esencialmen
te el método descrito por YOCH et al. (1969) (150) enkAzotobac -

ter vinelandii, excepto que se usé tampén fosfato potésico, pH

7,4. La mezcla se mantﬁvo a 42C por espacio de 3 horas con agita
cién continua. A continuacién se centrifugé la mezcla a 6.000 X

g durante 2 horas. Se obtuvieron tras la centrifugaci6n, tres zo
nas bien definidas: un precipitadd que contenia células intactas
y fragmentos ceiulares; una zona intermedia de color amarillo y

un sobrenadante rico en compuestos lipidicos.

A la solucidén amarilla intermedia (400 ml) se le afia -
dieron unos 40 ml de suspensi6én de DEAE-celulosa en tampon fosfa
to pota51co 50 mM pH 7,4 y la mezcla resultante se aglto a 42C
Adurante 15 h. Después se filtré en un Buchner y se lavd en unos
3 1 del mismo tampén fosfato hasta eliminar completamente el bu-
ktanol. A continuacién se empaquetd la DEAE-celulosa, que llevaba
adsorbida la ferredoxina, en una columna (8 cm altura x 3 cm,é)'
y tras lavar con tampén fosfato, se cromatografid la ferredoxina
eluyendo con tampén fosfato 50 mM, pH 7,4, 0,6 M en ClNa. Se re-

cogieron unos 50 ml.
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5.2.2. Cromatografia en DEAE-celulosa por gradiente lineal de

celoruro

La solucién que contenia la ferredoxina se purificé se
guidamente‘mediante Lunacombinacién.de pasos de purificacién deé—
critos para otras. ferrédoxinas (65). Asi, el eluato se diluyéd
unas 10 veces y se adsorbidé sobre una columna de DEAE-celulosa
(22,5 cm altura x 2,2 cm 8) calibrada con tamp6n fosfato potédsi-
co 50 mM, pH 7,4. Se form6 una banda obscura en la parte supe -
rior del lecho de la columna que se eluyé con un gradiente 1i -
neal de ClNa desde 0,065 M hasta 0,65 M y el mismo tampdn (300
ml) recogiéndose un eluato color tabaco claro (28,4 ml) que sa -

1i6 alrededor de 0,4-0,5 M de C1 .

5.2.3. Wnecentracidn de la preparacidn y. filtracidn por Sephadex

G-25

El eluato anterior se diluy6 de nuevo unas 10 veces
con tampdén fosfato potdsico 50 mM pH 7,4 y se adsorbié en una
columna de DEAE—Célulosa (2,5 cm altura x 1,8 cm 4) calibrada
con el mismo tamp6n. Después de lavar la columna con tampén
fosfato, se eluy6 la ferredoxina en tampdn fosfato 50 mM, pH

7,4, 0,6 M en ClNa.

El anterior eluato (2,4 ml) se filtr6 a continuacién
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a través de una columna de Sephadex G-25 (7,5 cm altura xv2,2‘
cm 8) ?reViamente equilibrada con tampon fosfato potédsico 50
mM pH 7;4, obteniéndose finalmente unos 3,6 ml de solucidn de
ferredoxina (2,7 mg) que se utilizaron preferentemente en los
experimentos de caracterizacién que se describen a continua -
cidn.

lamida de

5.3. Homogeneidad electroforética en gel de poliacri

" la ferredoxina de ‘Acinetobacter

La preparacién purificada de ferredoxina presentd
“una Gnica banda proteica en gel de poliacrilamida al 7,5%. La
banda de proteina fue facilmente localizable en el curso'delk

experimento, debido a su color oscuro intenso (Fotografia 1).

5.4. Espectro de absorcidén de la ferredoxina de Acinetobacter

En la Fig. 28 se muestra el espectro de absorcién de

la ferredoxina de.Acinetobacter. Presenta, ademids del pico a

280 nm un hombro pronunciado a 340 nm, una inflexidn a 390 nm
y un hombro mis suave a 420 nm, descendiendo la absorcién paula

tinamente desde esta longitud de onda hasta los 700 nm..



Fotografia 1: Electroforesis de disco en gel de poliacrilamida de
la ferredozina purificada de Acinetobacter calcoaceticus. Las con
diciones experimentales estan detalladas en Materiales y Métodos.

La muestra emigré hacia el dnodo, indicado abajo con un signo (+).
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Fig. 28 Espéctro de absoreidén de la ferredoxina de Acinetobacter
calcoaceticus. Se llev6 a cabo en cubetas de 1 cm de paso de luz,
utilizando como blanco tampdn fosfato potdsico 50 mM, pH 7.4,
0.6 M en C1Na. Ferredoxina, 0,75 mg/ml. |
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5.5. Fotorreduccidn de“NADP+‘mediante'CloroplaStos iluminados de

..........

La ferredoxina de Acinetobacter se pudo acoplar a la

reducchj1derwﬁw+ por cloroplastos de espinaca iluminados (Tabla
15). E1 que en ausencia de ferredoxina bacteriana, se formasek
atin algo de NADPH, podia explicarse por la ferredoxina enddge-
na de los propios cloroplastos.

.

5.6. Oxidacidén de NADPH mediante ferredoxina—NADP+-oxidorreduc-

tasa de espinaca utilizando como aceptor de electrones la

ferredoxina de Acinetobacter

Basdndonos en la propiedad de que la ferredoxina redu-

cida reduce al citocromo ¢ no enzimidticamente (57), se ha estu -

diado la oxidacién del NADPH usando la ferredoxina de Acinetobac-

ter como aceptor de electrones y midiéndo la reduccién del cito-
% . .

cromo ¢ a 550 nm. La oxidacidén del NADPH fue dependiente de fe -

rredoxina como puede observarse en la Tabla 16.

5.7. Reduccidn enzimitica de nitrato mediante 1la nitrato reduc-

tasa y ferredoxina de Acinetobacter reducida mediante un

" sistema auxiliar de cloroplastos iluminados

De igual forma que se ensay6 la ferredoxina de Azoto-



TABLA 15

FOTORREDUCCION DE NADP® MEDIANTE CLOROPLASTOS ILUMINADOS

DE ESPINACA Y FERREDOXINA DE Acinetobacter

NADPH FORMADO

SISTEMA

(nmoles)
Completo ' 2430
menos ferredoxina g 570

La mezcla de reaccidén completa contenia en un volumen final
de 3 ml: fragmentos de cloroplasto de espinacas calentados
(0.2 mg de clorofila); 0.15 mg de ferredoxina de Acinetobac-

ter y los siguientes compuestos en pmoles: tampdn Tris—CiH,
pH 7.5, 150; Ascorbato sddico, 105 DPIP, 0.2; Cl,Mg, 5; NADP",
6.2. La reaccidn se 1llevd a cabo en vasijas de Warburg , en
atmosfera de éfgon a 24°C durante 1 hora. La iluminacién fué
de 18.000 lux. La concentracién de NADPH se determind midien
do su absorcidén a 340 nm en una alicuota de 1la mezcla de reac

cidn después de eliminar los restos de cloroplastos.



TABLA 16

OXIDACION DE NADPH MEDIANTE FERREDOXINA DE Acinetobacter

Y FERREDOXINA-NADP' -OXIDORREDUCTASA DE ESPINACA

oo

NADPH. OXIDADO

SISTEMA

(nmoles/min)
Completo 28
menos ferredoxina 7 1
Mmenos ferredOXin—NADPf-oxidorreductasa ‘ 0

~La mezcla de reaccidn completa contenia en un volumen fi
. . + R . )
nal de 2 ml: ferredoxina-NADP -oxidorreductasa de espinaca,

0.7 mg; citocromo c, 3 mg; ferredoxina de Acinetobacter, 75

ug, y los siguiente compuestos en umoles: tampén Tris-C1H,
pH 7.5, 200; NADPH, 0.6. La reduccidén del citocromo c:se
siguid espectrofotométricamente a 550 nm.
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bacter como transportadora de electrones desde los cloroplastos

hasta el nitrato mediante la nitrato reductasa de Acinetobacter,

la ferredoxina de Acinetobacter fue capaz de llevar a cabo- la

reduccioén de nitrato a nitrito, en presencia de la nitrato re -

ductasa {Tabla 17).

6. PAPEL DE LAS NAD(P)H OXIDORREDUCTASAS DEPENDIENTES DE VIOLO-

GENOS EN LA REDUCCION DEL NITRATO EN Acinetobacter calcoace-

-

ticus

6.1. Reduccidn enzimdtica de nitrato mediante los piridin nucleé-

tidos reducidos y los violdégenos

En anaerobiosis fue posible redicir nitrato a nitrito
mediante NAD(P)H utilizando tanto el metil como el benzil violé-
geno como transportadores de electrones. Como se observa en la

Tabla 18, el BV fue mas eficiente que el MV en este proceso.

6.2. Cimndtica de la reduccidén enzimdtica de nitrato mediante

NADH y benzil violdgeno

La reduccién enzimitica de nitrato fue lineal con el
tiempo durante 30 minutos, cuando se usd NADH‘como donador de
electrones y el benzil violdégeno como trénsportador (Fig. 29),
a diferemcia de lo que ocurria cuando la actividad enzimitica
se ensayaba con violdgeno reducido quimiéamente por ditionito

(crf. 1.4).



TABLA 17

REDUCCION DE NITRATO CON FERREDOXINA REDUCIDA POR CLORO-
PLASTOS ILUMINADOS DE ESPINACA Y NITRATO REDUCTASA DE

Acinetobacter calcoaceticus

NITRITO FORMADO

SISTEMA

(nmoles)
Completo g 7
menos ferredoxina 0
menos nitrato reductasa 0
Completo, en obscuridad : ; . . 0

El sistema de reaccidén completo contenia en un volumen fi
nal de 3 ml: fragmentos de cloroplastos de espinaca calen
tados (0.2 mg de clorofila); extracto acelular de Acineto-

bacter, 0.6 mg; ferredoxina de AcinetoBacter, 0.15 mg; vy

los siguientes compuestos en umoles: tampdén:Tris-ClH, pH
7.5, 150; ascorpato, 10; DPIP, 0.2; Cleg, 5; NOSK, 6. La
reaccidn se llevd a cabo en vasijas de Warburg a 24°C du
rante 1 hora, bajo atmosfera de argon. La iluminacidn fué
‘ de,18.000 lux. |



TABLA 18

EFECTO DE LOS VIOLOGENOS EN LA REDUCCION DE NITRATO POR
NAD(P)H CON EXTRACTOS ACELULARES DE

Acinetobacter calcoaceticus

DONADORES DE ELECTRONES NITRITO FORMADO

Y
COFACTORES (nmoles)
NADH - 2
NADH, MV | 22
NADH, BV | 110
NADPH | 2
MADPH, MV : | 72
NADPH, BV | | 126

La mezcla de reaccidn contenia en un volumen final de 2 ml,
en pmoles: tampén fosfato potasico, pH 7.5, 200; NOSK, 4;
NAD(P)H, 0.6; extracto acelular, 0.4 mg, y donde se indica:
MV, 32 umoles; BV, 16 umoles. La reaccidén se 1llevd a cabo
en vasijas de Warburg bajo atmosfera de argon a 24°C duran-
te 10 min. - |
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Fig. 29 Cinética de la reduccidn enzimdtica de nitrato mediante
NADH y benzil viologeno. La mezcla de reaccién contenia en un
volumen final de 2 ml, los siguientes compuestos en Umoles: tam
pdn fosfato potésicq, pH 7.5, 200; NO.K, 4; BV, 16; NADH, 0.6 y
extracto acelular 1.6 mg. La reaccidn se llevd a cabo a 24°C en
vasijas de Warburg bafo atmosfera de argon y a los tiempos indi-
cados se determind el nitrito formado en cada una de las vasijas,
como se describe en Materiales y Métodos.
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6.3. Reduccibn enzimidtica de nitrato mediante los piridin nucleb-

tidos reducidos y las flavinas

A altas concentraciones, los flavin nucledtidos reduci-
dos enzimaticamente por NAD(P)H, fueron capaces de actuar como do
‘nadores inmediatos de electrones de la nitrato reductasa, aunque
su eficiencia fue sensiblemente menor que la mostfada por los vio
16genos (Tabla 19).

»

6.4. Efecto de 1la concentracidn de FAD sobre la reduccién enzimi-

tica del nitrato por NADH

" En la Fig. 30 se observa como al incrementar la concen-
tracién del FAD aumenta paralelamente la reduccidén enzimitica del
nitrato por NADH. A concentraciones del orden de 20 uM la activi-

dad detectada fue inapreciable como se ha indicado previamente

(1.1).

6.5.-Cinética de la reduccidn enzimidtica de nitrato mediante NADH

y FAD

La reduccidén enzimdtica de nitrato con NADH y FAD fue lineal
durante 30 minutos (Fig. 31) al igual que ocurria cuando esta Te -

duccidén se llevaba a cabo por NADH y BV (6.2).



TABLA 19

EFECTO DE LOS FLAVIN NUCLEOTIDOS EN LA REDUCCION DE NITRA
TO POR NAD(P)H CON EXTRACTOS ACELULARES DE

Acinetobacter calcoaceticus

DONADORES DE ELECTRONES NITRITO FORMADO

Y
COFACTORES ; (nmoles)
NADH v | 1
NADH, FAD 7
NADH, FMN | 29
NADPH g L i 2
NADPH, FAD | S 40
NADPH, EMN 26

Las condiciones‘experimentales fueron las mismas de la Ta
bla 18, excepto' que los flavin nucledtidos (1.5 mM) se usa
ron en lugar de los violégenos. Extracto acelular fué 4,4

mg.
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Fig. 30 Efecto de distintas concentraciones de FAD sobre la reduc-
eidén enzimdtica de nitrato con NADH. La mezcla de reaccidn conte-
nia en un volumen de reaccién de 2 ml los siguientes compuéstos en
umoles: tampdn JTris-C1H, pH 7.5, 200; NO;K, 4;NADH, 0.6; extracto
acelular, 3 mg y las concentraciones de FAD que se indican. La reac
- €idn se l1llevd a cabo en vasijas de Warburg bajo dtmosfera de argon
a 24°C durante 10 min.
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Fig. 31 Cinética de la reduccidn enzimdtica de nitrato mediante

NADH y FAD. Las condiciones experimentéles fueron las mismas que
las indicadas en la leyenda de la Figura 29, excepto que se uti-
1iz6 tampdn Tris-ClH, pH 7.5 en vez de tampén fosfato y se susti

tuyd el BV por FAD a la concentracidn de 1,5 mM. Extracto acelu-
lar, 0,5 mg. '
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6.6. Actividad NAD(P)H-diaforasa en extractos acelulares de Aci-

netobacter

A la vista de los resultados anteriormente expuestos,
se cafacterizé, en primera aproximacidn, la actividad NAD(P)H-
diaforasa utilizando distintos aceptores de electrones. Tanto
el ferricianuro como el DPIP y la menadiona fueron efectivos acep
tores de electrones mientras que el citocromo C ﬁarecia practi-
camente ineficaz (Tabla 20). Los violégenos;fueron también efi-
caces aceptores, mostrando el BV una eficiénéia superior (Tabla
21). Las flavinas también fueron aceptores de la reaccién como

- se muestra posteriormente (6.10.1; 6.11.1).

6.7. Separacidn de las actividades NAD(P)H—diaforaSé y nitrato

reductasa de Acinetobacter

Las actividades NAD(P)H-diaforasas y nitrato reducta-
sa se separaron facilmente por filtracipon en una columna de Se
phadex G-150. En la Fig. 32" se observaron una NADPH-diaforasa
pesada que se eluye en primer lugar, a continuacidén la nitrato
reductasa y en Giltimo lugar una doble actividad NAD(P)H-diafora
Sa‘de pesovmole¢U1ar mds bajo. En la Figura 33 se muestra la se
paracién neta de la actividad nitrato reductasa y NADH-diafora-

sa en gradiente de sacarosa que en la columna de Sephadex apare



TABLA 20

ACEPTORES DE ELECTRONES PARA LAS NAD(P)H-OXIDORREDUCTASAS

PRESENTES EN EXTRACTOS ACELULARES DE Acinetobacter calco-

aceticus

DONADORES Y "ACEPTORES CONCENTRACION NAD(P)H OXIDADO

DE
ELECTRONES (mM) (nmoles/ min)
NADH, Fe (CN) K, | 0.3 - 339
NADH, Menadiona 0.1 320
NADH, DPIP | 0.2 73
NADH, citocromo cC | 0.12 | | 2
NADHP, Fe(CN)6K3 0.3 M 385
NADPH, Menadiona 0.1 " 69
NADPH, DPIP 0.2 83

NADPH, citocromo ¢ 0.12 ' 1

Las condiciones experimentales son las descritas en Mate-
riales y Métodos. Extracto acelular 1 mg. La Menadiona se
disolvid en etanol al 10%.



TABLA 21

LOS VIOLOGENOS COMO ACEPTORES DE ELECTRONES PARA LAS NAD(P)H-
OXIDORREDUCTASAS PRESENTES EN EXTRACTOS ACELULARES DE

Acinetobacter calcoaceticus

DONADORES Y ACEPTORES VIOLOGENOS REDUCIDOS
DE ‘
ELECTRONES (rimoles/min)
NADH, BV ~ 230
NADPH, BV 172
NADH, MV 26
' NADPH, MV . : SR BV

La mezcla de reaccidén contenia en un volumen final de 2 ml
~los siguientes compuestos en umoles: tamp6én fosfato potdsi
co, pH 7.5, 200; BV o MV, 16; NAD(P)H, 1.2Z; extracto acelu
lar, 0.4 mg. La reaccién se siguid espectrofotométricamente
‘en _tubos Thumberg por aparicidn de viologenos reducidos se-
gin se indica en Materiales y Métodos.
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Fig. 32 Separacién de actividades NAD(P)H-diaforasas y nitrato

reductasa de Acinetobacter calcoaceticus por filtracibén en Sepha
dex G-150. El extracto acelular se filtrd en una columna de Se-.
phadex G-150 (65,5 cm altura x 1,5 cmd) equilibrada con Tris-
ClH, 50 mM pH 7.5; Cl1K 0,1 M y CNOK 2 mM. La elucidn se 1llevd
a cabo con el mismo tampdn, recogiéndose fracciones de 3,5 ml en
las que se determinaron las actividades como se indica en Mate-
riales y Métodos. Las actividades NAD(P)H se ensayaron usando |

DPIP como aceptor y la nitrato reductasacxnlMV y ditionito en pre.
sencia de CNOK 2 mM.
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Fig. 33 Separacidén de las actividades nitrato reductasa y NADH-

diaforasa de Acinetobacter calcoaceticus mediante centrifugacidn

en gradiente de sacarosa. 0.2 ml de extracto acelular (0.4 mg de
proteina) se centrifugaron a 45.000 r.p.m. en un gradiente Iineal
de sacarosa (5-20%), durante 13 horas .a 2°C, en un tampdn fosfato
potédsico 50 mM, ﬁH 7.5, conteniendo CNOK 2 mM. La actividad nitra
to reductasa se determind en presencia de CNOK 2 mM en alicuotas
de 0.1 ml de cada una de las fracciones recogidas, en las condi-
ciones que se indican en Materiales y M&todos. La NADH-diaforasa

se determind utilizando DPIP como aceptor de electrones.
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cia solapadas en cierta extensidn.

6.8. Determinacidn del peso molecular de las NAD(P)H-diaforasas

de Acinetobacter

El peso molecular de las NAD(P)H-oxidorreductasas se
estimbé por filtracidn en Sephadex G-150 con las correspondien-
tes proteinas standard. La NADPH-diaforasa pesada tenia un pe-
so molecular de 165.000 y la actividad conjunta NAD(P)H-diafo-
rasa ligera, un peso molecular aproximado de 57.000 (Fig. 34).
~Como se verd mids adelante (6.9) 1la actiﬁidad NAD(P)H ligera es
td constituida por dos proteinas diferentes que se pueden sepa

~rar por precipitacién.diferencial con sulfato amdnico.

6.9. Aislamiento y purificacidn parcial de las NAD(P)H-diafora-

sas de Acinetobacter

Para purificar las NAD(P)H-oxidorreductasas presentes

en los extractos acelulares de Acinetobacter se siguid el si -

guiente esquema de trabajo:

1) El extracto acelular obtenido en presencia de 10
UM de FAD se saturd con sulfato aménico al 25% y después de cen
trifugar a alta velocidad en las condiciones que se describen

en Materiales y Métodos se desechd el precipitado.
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Fig. 34 Estimacidn del peso molecular de las NAD(P)H-ozidorreduc-—

tasas de Acinetocacter calcoaceticus por filtracidén en Sephadex G-

150. Las condiciones experimentales se encuentran detalladas en
Materiales y M&todos. Ve= volumen de elucidén de cada proteina o

enzima. Vt= volumen total de la columna. Vo= volumen vacio.
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2) Al sobrenadante del paso anterior se afiadi6é sulfato
aménico hasta 50% de saturacidn. Después de centrifugar se obtu-
Vo un precipitado que se redisolvid en tampdn fosfato potdsico
50 mM, pH 7,5. En el sobrenadante de este paso de purificécién
se encontr6 la mayor parte de la actividad NAﬁ(P)H—diaforasa li-

gera.

3) 3 ml de precipitado disuelto se filtrd a través de
una columna de Sephadex G-150 (33 cm altura x 3 cm 8) calibrada
con tampdn fosfato potasico 50 mM, pH 7,5, 10 hM en FAD, eluyén

dose las proteinas presentes con el mismo tampén..

En la Fig. 35 se muestra la distribﬁcién'de las dos
diaforasas due se obtuvieron en la filtracidn por gel, 1la NADPH-
diaforasa pesada y la NADH-diaforasa ligera.Estos dos enzimas se separa-
ron facilmente y mediante este paso se consiguid una purifica -

cidén de 4 veces respecto al paso anterior.

Se obtuvieron pues, tres actividades diaforasa, una
‘NADPH-diaforasa pesada, una NADH-diaforasa ligera y una NADPH-
ligera no exenta de actividad dependiente de NADH. A’tontinua-
cién se expone la caracterizacidn de las dos primeras diafora-
sas que se obtuvieron en mayor proporcidén y con un elevado gra-

do de pureza.
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Fig. 35 Separacidn de NAD (P)H-oxidorreductasa de Acinetobacter
calcoacetieus por filtracidn en gel. Los detalles experimentales

se especifican en el texto. Se recogieron fracciones de 5 ml en
las que se ens§y6 la actividad usando DPIP como aceptor de elec-

trones, como se describe en Materiales y Métodos.
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6.10. Caracterizacién parcial de la NADPH-diaforasa pesada de

Acinetobacter

6.10.1. Aeptores de electrones de la NADPH-diaforasa pesada

La NADPH-oxidorreductasa pesada usé‘COmo eficaces
aceptores de electrones ferricianuro y DPIP. En menor'grado,
la menadiona, los viol6genos y las flavinas, fueron efectivos
aceptores, mientras que el citocromo c fué practicamente inca

paz de actuar como sustrato de la reaccién (Tabla 22).

6.10.2. Reduccidn enzimdtica del DPIP mediante la NADPH-diafo-

rasa pesada

La actividad diéforasa dependiente de NADPH es enzi-
mdtica, como se muestra en la Tabla 23, donde el enzima se ca-
racteriz6 usando el DPIP como aceptor. En ausencia de enzima,
donador o aceptor o con el enzima hervidb, la transferencia

de electrones no tuvo lugar.

6.10.3. Determinacidn de la Km para el NADPH de la NADPH-dZafo-

rasa pesasa

Mediante la representaci6én de los inversos de Linewea-
ver-Burkse calculo una K, aparente de la NADPH-oxidorreductasa

pesada para NADPH de 34 yM (Fig. 36).



TABLA 22

ACEPTORES DE ELECTRONES DE LA NADPH-OXIDORREDUCTASA PESADA

DE Acinetobacter calcoaceticus

ACEPTORES CONCENTRACION : - NADPH OXIDADO
DE ' :
ELECTRONES (mM) (nmoles/10 min)
Ninguno - . ) 0
Fe(CN)ﬁK3 . 0.3 | 480
DPIP - 0.1 230
Menadiona v 0.1 51
g : o e
MV 34
FAD .1 6
FMN .1 6
Citocromo c 0.12 trazas

%

Las condiciones experimentales se describen en Materiales y
Métodos. Los distintos aceptores de electrones se ensayaron
a las concentraciones que se indican. Enzima, 25 ug. Los
~ensayos se hicieron con una preparacién enzimdtica filtrada por
G-25 para eliminar el FAD. |



TABLA 23

REDUCCION ENZIMATICA DEL DPIP MEDIANTE LA NADPH-OXIDORREDUC

TASA PESADA DE Acinetobacter calcoaceticus

" NADPH OXIDADO

SISTEMA
(nmoles/10 min)
Completo : 230
menos enzima - 17
menos DPIP . 0
menos NADPH 0

Completo, enzima calentado (100°C, 5 min) 26

Las condiciones experimentales fueron las mismas que se des-

criben en Materialés y Métodos.
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Fig. 36 Determindcio’n de la Km para el NADPH de la NADPH~ oxido
rreductasa pesada de Acinetobacter calcoaceticus. Las condiciones

del ensayo se han descrito en Materiales y Métodos utilizando co-

mo aceptor DPIﬁ.
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6.10.4. Efecto de la temperatura sobre la NADPH-diaforasa pesada

Cuando el enzima se calenté en ausencia de FAD a 502C,
5 min, se observé una inactivacidn de un 40%. A los 60°C, sin em
bargo, la inactivacién observada fue priacticamente total (Fig.

37).

6.10.5. Efecto de distintos componentes sobre la inactivacidn tér

»

mica de la NADPH-diaforasa

Ni las flavinas ni los viol6genos ni el NADPH fueron
efectivos protectores contra la inactivacién térmica de la NADPH-

diaforasa peséda de Acinetobacter calcoaceticus (Tabla 24). La

simple preincubacién del enzima con NADPH produjo incluso un 60%

de -inactivacidén, efecto que seri estudiado posteriormente. (6.10.7)

6.10.6. Efecto de las flavinas sobre La NADPH-diaforasa pesada

La actiyidad de la NADPH-oxidorreductasa no se estimu-
la en presencia de flavinas, FAD o FMN, a concentraciones catali-

-ticas de § ﬁM.

6.10.7. Inactivacidn de la N ADPH-diaforasa pesada por NAIDPH

La inactivacién observada al preincubar el enzima en‘
presencia de NADPH no pudd ser protegida por FAD o por EMN, co-

mo se¢ muestra en la Tagbla 25.
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Fig. 37 Efecto del cal at ami et o sobr e la NADPH-oxidorr aeluctasa

pesada de Acitn etobact ev calcoac ¢ icus El enzima previamente filtra-

do por Sephadex G-25 para eliminar el FAD, se preincubd a kla tempe-
ratura indicada durante 5 min en tampdén fosfato potdsico 50 mM, pH
7,5. Las condiciones de ensayo son las mismas que se indican en Ma-
teriales y Métodos con DPIP como aceptor de electrones. E1 100% de ac

tividad corresponde a 175 nmoles de NADPH oxidado en 10 min.



TABLA 24

EFECTO DE DISTINTOS COMPUESTOS SOBRE LA INACTIVACION TER_
MICA DE LA NADPH-OXIDORREDUCTASA PESADA DE

Acinetobacter calcoaceticus

TRATAMIENTO | ACTIVIDAD (%)
Ninguno 100
60°C, 5 min | i 9
NADPH, 1.5 mM ' 42

FAD, 50 uM, 60°C, 5 min 7

FMN, 50 WM, 60°C, 5 min g
MV, 40 mM, 60°C, 5 min . g

BV, 40 mM, 60°C, 5 min | 8
NADPH, 1,5 mM, 60°C, 5 min 9

El enzima fué preincubado com los distintos compuestos que
se indica, pfeviamente quitado el FADP que tenia de la puri
ficacidn, y calentado segiin se indica,determinandose la ac-
tividad con DPIP como aceptor de electrones seglin Materia -
les y Métodos. E1 100% de actividad fué de 123 nmoles de
NADPH oxidado en 10 min. e L



TABLA 25

EFECTO DEL NADPH SOBRE LA NADPH-OXIDORREDUCTASA PESADA DE

Acinetobacter calcoaceticus

TRATAMIENTO ACTIVIDAD (%)
Ninguno | 100
NADPH 1 mM 45
' NADPH 1 mM, FAD 33 uM 48
NADPH 1 mM, FMN 33 uM ' 56

"E1 enzima sin FAD se preincubd a 25°C durante 10 min con
los compuestos y a las concentraciones que se indican, de
terminandose su actividad con DPIP como aceptor de electro
nes como se describe en Materiales y Métodos. E1 100% de
actividadcormspdtm a. 135 nmoles de NADPH oxidado en 10

min.
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6.11. Caracterizaci6n parcial de la NADH-diaforasa ligera de Aci-

netobacter

6.11.1. Aceptores de electrones para la NADH diaforasa ligera

La NADH-diaforasa ligera (PM= 57.000) utilizé como
aceptores de electrones el ferricianuro, menadiona y el DPIP con
gran eficacia. Las flavinas, los violégenos y el citocromo c»
también aceptan los electrones en la reaccidn aunque con menor
eficacia (Tabla 26). . |
6.11.2. Reduccién enzimdtica del DPIP mediante la NADH-diaforasa

ligera

En la Tabla 27 se muestra que la reduccién de DPIP
mediante NADH es un proceso enzimdtico, ya que dependid del en
zima, del NADH y del aceptor y no tuvo lugar cuando el enzima se

calentd 5 min, a 100°C.

6.11.3. Proteceidn contra la inactivacidén térmica de la NADH-

diaforasa ligera de Acinetobacter

Las flavinas tanto el FAD como el FMN y también el NADHn
protegieron al enzima contra la inactivacién térmica (Tabla 28).
Contrariaménte a lo que ocurrié én la NADPH-diaforasa pesada con
su donador; el NADH cuando se preincuba con la NADH—diaforésa 1i
gera produce una reactivacidén de la actividad diaforasa correspon

diente.



TABLA 26

ACEPTORES DE ELECTRONES PARA LA NADH-OXIDORREDUCTASA LIGERA

DE Acinetobacter calcoaceticus

ACEPTORES CONCENTRACION NADH OXIDADO
DE

ELECTRONES (mM) (nmoles/10 min)
Ninguno - 0

Fe (CN) oK< 0.3 | 960
Menadiona 0.1 - 604
DPIP 0.1 v 329
FAD - 0.1 RS I 25
FMN 0.1 12

BV 8 : 14
MV : 8 3
Citocromo c 0.12 10

Las- condiciones experimentales fueron las descritas en Mate-
riales y Métodos utilizando los distintos aceptores de elec-
trones a las concentraciones que se indica. Enzima sin FAD,
7.4 ug. ‘



TABLA 27

REDUCCION ENZIMATICA DEL DPIP MEDIANTE LA NADH-OXIDORRE-

DUCTASA LIGERA DE Acinetobacter calcoaceticus

NADH OXIDADO

SISTEMA
(nmoles/10 min)
Completo | 329
menos enzima " 36
menos DPIP | 0
menos NADH 0

Completo, enzima calentado (100°C, 5 min) 22

Las comdiciones experimentales fueron las descritas en Ma
teriales y Métodos. Enzima sin FAD, 7.4 ug.



TABLA 28

EFECTO DE DISTINTOS COMPUESTOS SOBRE LA INACTIVACION TER
MICA DE LA NADH-OXIDORREDUCTASA LIGERA DE

Acinetobacter calcoaceticus

TRATAMINETO ACTIVIDAD (%)
Ninguno | 100
50°C, 5 min o 20
50°C, 5 min, MV 40 mM | 15
50°C, 5 min, BV 40 mM 15
50°C, 5 min, FAD 50 uM o ; ; : 68
50°C, 5 min, FMN 50 uM | " T
50°C, 5 min, NADH 1.5 mM - 168
NADH 1.5 mM | 160

"El enzima se,preincubd en las condiciones que se indica.
~La actividad se determiné usando DPIP como aceptor de elec
trones segln se describe en Materiales y Métodos. El 100%
de actividad corresponde a 50 nmoles de NADH oxidado en

10 min.



IV DISCUSION
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Los resultados anteriormente expuesto permiten esbozar
el mecanismo enzimdtico de reduccién de nitrato a nitrito en 1la

bacteria Acinetobacter calcoaceticus.

El proceso de reduccidn asimilativa de nitrato llevado
a cabo por esta bacteria, tiene lugar,con la participacién de 1la
proteina enzimdtica nitrato reductasa. El enzima trabaja‘con do-
nadores de electrones artificiales (violdégenos y :flavinas) reduci
das quimicamente con ditionito o con el poder reductor del
NAD(P)H, que a través de distintas oxidorreductasas presentes en
las cé€lulas bacterianas transfieren los electrones aeste transpor-
tador artificial que es el que acttia de donador inmediato en el
procesb enzimético de reduccién del nitrato. En células tolueni-
zadas se observaron los mismos resultados que en extractos enzi-
maticos siendo inefectivo el NAD(P)H en ausencia del transporta

dor.

El primer interrogante que plantea la alta eficiencia
de los donadores artificiales de electrones en el mecanismo de
reduccidn de nitrato, es el de la posible naturaleza del dona‘—
dor fisiolégico inmediato de electrones en el proceso ehziméti—'
co. El QUe ios'violégenos reducidos sean tan eficaces donadores
hace pensar que posiblemente uh donador de Eé alto participe en

el proceso. Por otra parte la existencia de ferredoxina en este
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organismo asi como las evidencias presentadas de la reduccidn de

nitrato llevada a cabo por la ferredoxina de Acinetobacter y de

~Azotobacter reducidas mediante diversos sistemas auxiliares
. . + . - '

(cloroplastos iluminados, NADPH-NADP -oxidorreductasa de espina-

cas), sugiere fuertemente que el donador inmediato fisiolégico

de electrones en esta bacteria es la ferredoxina.

De hecho la ferredoxina participa directamente en la
redu;cién del nitrato en todos los procariontes estudiados hastak
la fecha, en algas verde-azuladas (14,34,70,71,80,86), bacterias
fotosintéticas (70) y en otros procariontes no fqtosintéticos
- (21,1351.‘(Para'una amplia revisisn sobre el téma; Veaée'Loséda

(1976) (64)).

La segunda cuestion a plantear es cudl es el donador
de electrones de la ferredoxina en el proceso de reduccidén me-

diado por la nitrato reductasa de Acinetobacter. Nuestros resul-

tados indican que. el NAD(P)H es capaz de reducir, mediante dis -
‘tintas diaforasa presentes'en las células, a un transportador de
"electfones que a su vez es capaz de llevar a cabo enzimaticamen-

te la reduccidén de nitrato. Tanto el MV como el BV aSi como 133
flavinas son capaces de recibir los electrones del NAD(P)H, par-
ticipando los violdgenos y las flavinas asi reducidas en la re -

duccidn del nitrato.
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La existencia de diaforasas bacterianas con violdgenos

como aceptores ha sido detectada en Azotobacter vinelandi (79,

80) habiéndose conseguido conectar estos violdgenos reducidos en

zimdticamente con la actividad nitrato reductasa de Nitrobacter

agilis (145) y Micrococcus denitrificans (56581). Ultimamente;

en AZOtobacteT‘chroococ¢Um (133,135)kse ha conseguido acoplar

también la actividad viol6geno reductasa presente en esta bacte-

ria con l1la reduccidn de nitrato.

Las flavinas reducidas mediante el sistema NAD(P)H-dia-

forasa pudieron asimismo ser acopladas a la reduccidn de nitrato

en_A. calcoaceticus, sustituyendo a los violdgenos. Sin embargo,
~ke1 hecho de qué fuera necesarias concentraciones mﬁy altas, asi
como las caracteristicas cinéticas de estos aceptores en 1é'reac-
cidn de 1la diafbrasa nos inclina arasignar un muy dudoso papel fi
siolb6gico a 1a§ flavinas en la reduccidén de nitrato en estas bac-
terias, al contrario de lo que paréce ocurrir en la reduccién de-

sasimilativa en ciertas bacterias denitrificantes (23,146).

Al ser los violdégenos mediadores necesarios en la reduc-
cién de nitrato con el sistema NAD(P)H-diaforasa apunta la posibi;
lidad que un transportador altamente electronegativo sea el acep-
tor fisioldgico de la reaccidén de la diaforasa. Las ferredoxinask
bacterianas con su alto Eé,(—0,40 V) (66) y su facilidad de ser
reducidas en condiciones fisiolégicas intracelulares por el paf

NADH/NAD+ (77) son los mas firmes candidatos en este proceso. De
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hecho la existencia de distintos tipos de NAD(P)H-ferredoxina re-
ductasa que participaria en la reduccidén de la ferreddxina necesa
ria para la produccién de hidrégeno o fijacidén de nitrégeno, ha
sido demostrada en bacterias anaerobias (46,47,48,49,50,131,132)

y aerobias (10).

En Clostridium perfringens se ha conseguido reducir el

nitrato con NADH utilizando ferredoxina como transportadordde

electrones (21) y en nuestro laboratorio se ha visto recientemen-
te que la ferredoxina, reducida mediante diversos sistemas auxi -
liares, puede actuar de donador inmediato en la reducciéﬁ de ni -

trato en A. chroococcum (135).

Aunque, en el momento presente, no se tiene evidencia
directa de que la ferredoxina reciba los electrones a través del

'Sistema NADP(H)-diaforasa en Acinetobacter los resultados ante -

riormente expuestos sugieren claramente tal posibilidad. En este
trabajo la ferredoxina de Acinetobacter ha sido facilmente purificada hasta
homogeneidad y parcialmente caracterizada. Su espectro de absorcidn es

muy parecido al de una ferredoxina de A. vinelandii (150) y resul-

=, . ) . . . oo . o ‘ i . +
td6 muy efectiva como intermediario en la fotorreduccién del NADP
con cloroplastos de espinaca iluminados y como aceptor de electro-

, . . ‘ |
nes desde el NADPH a través de la ferredoxina-NADP -oxidorreducta-

sa de espinacas.
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No existe aln evidencia de qué la ferredoxina de Acineto-
bacter pueda reducirse mediante la reaccién fosforocldstica del pi-
ruvato, actuando asi de donador en la reduccién de nitrato, como ha
sido sugerido para el proceso de fijacién de nitrdgeno en Anabaena

cylindrica (11,17) y Clostridium pasteurianum (12). Experimentos

preliminares con células enteras indica.que ciertos dcidos carboxi-
licos (succinato, malato, acetato y piruvato) son capaces de redu -
cir nitrato a nitrito que es excretado al mgdio, lo cual sugeriria’
més bien que los equivalentes de NADH obtenidos en la oxidacién de

estos distintos compuestos podrian ser utilizados como fuentes de

poder reductor en la reaccidén de la nitrato reductasa.

En los extractos acelulares de Acinetobacter calcoaceti-

cus se ha podido‘detectar al menos tres actividades NAD(P)H—diafo—

rasa fisicamente separables de la actividad nitrato reductasa y

que ha sido parcialmente caracterizadas en cuanto a su peso molecu
L3 .

lar, caracteristicas cinéticas, requerimiento de donadores y acep-

tores,y ciertas propiedades_de regulacib6n, como queda detallado en

la Seccidén Resultados.

Como queda indicado mis arriba, los resultados que se
presenta en este trabajo apunta a una posible participacidn de los
piridin nucledtidos reducidos en el proceso de reduccidn de nitra-

to mediante este sistema diaforasa. En la actualidad nuestro es -
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fuerzo se concentra en el esclarecimiento a fondo del posible pa-
pel fisioldgico de estas diaforasas en el mecanismo molecular de

la asimilacidon de nitrato en bacterias.

La nitrato reductasa de Acinetobacter es una proteina

de 96.000 de peso molecular muy similar a la de Azotobacter chroo-

coccum (31). Del estudio de los inhibidores se desprende que muy
probablemente grupos -SH participan en su actividad catalitica alyb
igual que ha sido sugerido para otras nitréio reductasas bacteria-
nas.(31). Por otra parte la inhibicién por}CNK y azida, apuntaba
la posibilidad de gque ciertos metales pesados estuvieran implicado
en la catalisis @nzimética,deyla nitrato réductasa. El cianuro ha
“sido descrito como inhibidor competitiVo de la hitrato reductasa
oxidada de blantas superiores y algas verdes (4,106,139) mientras
que en condiciones reductoras una inhibicidén por cianuro de tipo

no competitiva ha sido observada con respecto al nitrato en enzima

de diversos origemes (6,28,106,113,134,139).

En Acimetobacter hemos observado una inhibicién por cia-

nuro de tipo acompetitiva respecto al nitrato. E1 significado fi-
sioldgico del comp@rtamiénto cinético del enzima en presenciaude

“cianuro y el posihle‘papel reguladdr del cianuro en el Proceso de
asimilacién del nitrato en esta bacteria estd aun por aclarar. En

Chlorella vulgaris se ha sugerido que la nitrato reductasa se inac-
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tiva in vivo por cianuro y condiciones reductoras (29).

El tungsteno ha sido descrito como competidor del molib-
deno en procesos fisiolégicos médiados por molibdo—enzimés (15,32,
43,75,91,126;129,138,149) y el molibdeno es cohstituyente esencia1 
de todas las nitrato reductasas conocidas (2;15,32,43,75,83,84,91,
126,.129,138,149).VL05 resultados de este trabajo obtenidos estu-
diando el efecto antagonistas del tungstato frente al molibdato a
nivel de crecimiento y a nivel de actividad del enzima demuestra

inequivocamente que la nitrato reductasa de Acinetobacter calcoa-

ceticus es una molibdoproteina. Si el tungsteno ;Qmpite con el mo-
‘libdeno a nivel de sintesis de 1a'protéinéko’simplemente_a nivel
de transporte, es algo que necesita ulterior y mas detallada inves
tigacién. De hecho, experimentos preliﬁinares porecen indicar que
en células crecidas en presencia de tungstato parece que existe
una apoprotefna, carente de actividad ya que es capaz de transfor-
[

marse en activa por la adicidén de molibdato al medio de cultivo en
presencia de inhibidores de sintesis de proteinas, como ha sido

descrito para la nitrato reductasa respiratoria de Stafilococcus

aurels (13), la nitrato reductasa asimilatoria de Chlorella (138)

~ y la sulfito oxidasa y xantino oxidasa de higado de rata (45).

El hierro ha sido también descrito como un componente
esencial para la actividad enzimdtica de 1la nitrato reductasa
asimilatoria de diferentes origenes Losada (1976) (64). Un cito-

cromo de tipo b ha sido caracterizado en Neurospora (26,27) y en
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Chlorella (121,122,140). En bacterias, ciertas nitrato reductasas
respiratorias tienen hierro no-heminico (24,25,116). Recientemen-

te, se ha caracterizado en Klebsiella, un citocromo de tipo b co-

mo participante en la respiracién de nitrato por esta bacteria en
condiciones anaerobicas; Pero cuando dicho organismo, en condicio
nes aerdbicas, utilizan el nitrato, su nitrato reductasa no pare-
cekrequerir'para su actividad ningin tipo de hierro heminico (54,
136) . Resultados similares se ha obtenido en E. coli'(38) Yy en

Pseudomonas aeruginosa se ha purificado una nitrato reductasa que

al parecer, contiene citocromo de tipo c (23).

Nuestras resultados a nivel fisioldgico parécen indicar
que el hierro puede jugar un pa?el en la actividad nitrato reduc-

tasa en Acinetobacter, pues al cultivar las células en concentra--

ciones crecientes de hierro, se ha observado un incremento conco-

mitante de los niveles intracelulares del enzima.

El cianato ha sido descrito como un inhibidor competiti -
vo de la nitrato reductasa de plantas superiores y algas (106,121,
~139). Recientemente, sin embargo, se ha observado un efecto pro -

_téctor e incluso reactivador de esta sustancia en procesos de

inactivacidon de 1la nitrato reductasa de Azotobacter chroococcum.

Cuando el enzima de Azotobacter se ensayaba a 30°C se observd una

inactivacidén a los pocos minutos que no existia si el ensayo se

llevaba a cabo en presencia de cianato (31).
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Los resultados presentados en este trabajo demuestran que

la nitrato reductasa de Acinetobacter puede inactivarse en el ensa

yo por la accidén conjunta de las fuertes condiciones reductoras y
temperatura vy que esta inactivacidn puede ser impedida o reverti-
da si el cianato estd presente'en el medio. En el proceso de inac-
tivacién participa de manera deci$iva aunque no exclusiva 1a‘tempg
ratura como antes deciamos, ya que el enzima calentado durante 15
min a 302C en ausencia de los componentes de la mezcla de reaccién,
presenta una cinética lineal cuando se ensaya a 2°C, tras la prein
cubacién. Esto indicavque’temperatura y fuertes condiciones reduc-
toras cooperan para ﬁroducir la inactivacidén. Posiblemente el ca -
,1¢ntamiento4produge.un cambio conformacional_eﬁ la proteina que

la haée susceptibie a la accién inactivante del agente reductor.
E1l efecto inactivante de la temperatura en bresencia de condicio-
nes reductoras embieza a observarse a partir de los 10°C y es
practicamente ﬁotal a los 20°C.

%

Asimismo, la nitrato reductasa de Acinetobacter es inacti

vada por ditionito en presencia de bajas concentraciones de nitra-
to. E1 proceso de inactivacidn es muy rapido en estas condiciones.

Altas concentraciones protegen parcialmente contra la inactivacién.

El mismo fendmeno ha sido observado en el enzima de Azotobacter

chroococcum (31). Ello nos induce a postular un mecanismo de accidn
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~delnitrato a bajas concentraciones parecido al de la temperatura:
induccibén de un cambio conformacional en la proteina que la hace

sensible a la inactivacién por las condiciones reductoras.

Al pareCer para que la inactivacidn se produzca las
condiciones reductoras han de ser fuertes, pues cuando el enzima
se ensaya a 24°C con NAD(P)H, NAD(P)H-diaforasa y BV o FAD no se

observa pérdida de actividad.

El cianato, cuando estéd ﬁreSenté en todas las condicio-
nes antes descritas, protege contra la inactivacidn e incluso pue
de revertirla, una vez producida. Ademés, cuando alenzhmisefhumti:'
vaba a 30°C en preséncia de 1os’componentes dé ia’ reaccién, la |
inactivacién no desaparecia al cambiar la temperatura de 30°C a

22C, sino que era necesario afiadir cianato.

Es curioso hacer notar que las condiciones reductoras
fuertes son necesarias también para que el cianato ejerza su efec-
to feactivador. Lo cual parece indicar que el papel del cianato
consiste en interaccionar con el enzima reducido manteniéndolo en
una conformacién activa. Asf la'cinéti§a de1 engima a 30°C en pre
'sencia‘de ciahato fue de1’tipovMichaelis-Menten, a diferencia de

la observada en su ausencia.
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Nuestros resultados indican que el carbamil fosfato es

capaz de ejercer el mismo efecto que el cianato en la proteccildm

y reactivacidn de la nitrato reductasa de Acinetobacter en el en

sayo a 30°C, aunque con una eficiencia menor.

Dada la posible transformacion del carbamil fosfato en
cianato y la reconocida capacidad del cianato para reaccionar
con distintos restos funcionales de los enzimas (30,74,123,124,
125,141) cabria pensar,que la proteCcién ej;rcida por el cianafo
se pfoduce a través de un mecanismo de carBamilacién. Sin embar-

Ago la rapidez con que se observa el efecto y la labilidad obser-
vada de la unidn enzima-cianato, nos inclina a pensér que,la pro
teccién se‘produce mediante una interaccidn directa entre el en-

~zima y el cianato de naturaleza aln no esclarecida.

E1l MV es capaz de proteger la nitrato reductasa de Aci-

netobacter contra la inactivacidén por ditionito y bajas concentra
ciones de nitrato, pero no puede revertir el proceso si la inac-
tivacidon ha tenido lugar. Andlogos resultados se han obtenido

en el enzima de Azotobacter (31). En la nitrato reductasa de bac-

teroides de’RhiZobiUm‘japoniCum se ha observado también un efec-

to protector de los violdgenos frente a la inactivacidén producida
por ditionito (53), sugiriéndose que el violdégeno reducido mante-

nia al enzima en su forma activa (67).
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Por todo ello creemos que la actividad nitrato reductasa

estd controlada, en Acinetobacter, por un mecanismo de interconver

sidén posiblemente de tipo redox. El enzima es activo cuando se en-
cuentra en su forma oxidada e inactivo cuando estd en forma reduci

da.

Otras nitratos reductasas de diversos origenes parecen
estar reguladas también por mecanismos de interconversidén (5,41,

»

44,60,62,69,76,95,107,108,109,112,130) .

La regulacidon de la sintesis de la nitrato reductasa en
“105 organismos hasta ahora estudiédos, és'tema'cohtrovertido y '
aﬁn no bien aclarado (39). Mientras en algunos organismos el enzi
ma es reprimido por amonio (39,40,61,112) o algln producto del
mismo (51). En otros organismos se piensa ademds que el enzimg
tiene caracter inducible por sustrato (20,31,33,58,78,95,119,127,

%

128).

Los resultados de este trabajo claramente demuestran que

la nitrato reductasa de Acinetobacter se reprime por amonio, pro -

~ducto final de 1a ruta de asimilacién del nitrato. El nitrito es
incapaz de reprimir la sintesis de enzima y la represifén por amo-
nio tiene lugar aun en presencia de nitrato o nitrito. En este il-

timo respecto, el enzima de Acinetobacter difiere del de Azotobac-

ter chroococcum (31) con el que, por otra parte, presenta tantas

semejanzas en propiedades, tamafio , contenido en metales y mecanis
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mo de interconversiodn.

La represién observada por amonio se confirma por los ex-
perimentos de derrepreSién realizados en presencia de kanamicina.
Cuando el amonio se elimind del medio de cultivo, se observé una
sintesis'de novo de'ﬁitrato reductasa en ausencia de nitrato,ksin~

tesis que se impedia en presencia de kanamicina.



V CONCLUSIONES
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La nitrato reductasa de Acinetobacter calcoaceticus es un

enzima de 96.000 daltons de peso molecular, que utiliza los
violdégenos reducidos como donadores artificiales de electro
nes y es inactivada por reactivos de grupos -SH, asi como

por CNK.Asi mismo se han determinado sus caracteristicas ci

néticas y ciertas propiedades fisico-quimicas.

Mediante estudios de competicién con tungstato se ha compro
bado que la nitrato reductasa de este organismo es una molib

doproteina.

El hierro parace ser un componente esencial de la nitrato re
ductasa, ya que los niveles de actividad de esta, se incre-
mentan al aumentar la concentracidén de hierro en el medio de

cultivo.

Se ha purificado hasta homogeneidad una ferredoxina de Acine-
tobacter que actua como donador de electrones para la nitra-
to reductasa cuando se reduce con un sistema auxiliar de clo

roplastos iluminados.

La nitrato reductasa se inactiva durante su ensayo con vio-
l6genos reducidos quimicamente por ditionito. El cianato y

el carbamil fosfato evitan y revierten dicha inactivacién.
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El enzima es inactivado también por ditionito y bajas con-
centraciones de nitrato del orden de 10 yM. A concentracio
nes mayores de nitrato un efecto protector frente a esta

inactivacidn fué observado.

El cianato protege y revierte dicha inactivacidn mientras

que el metil viologeno solo muestra un efecto protector.

Los efectos reactivador y protector del cianato solo se ob

servaron en presencia de fuertes condiciones reductoras.

La unidn del enzima con el cianato es débil y el complejo

formado se disocia fiacilmente.

La nitrato reductasa se reprime por amonio a nivel de sinte

sis.

Ha sido posible reducir enzimidticamente nitrato con NAD(P)H
como donador de electrones y violégenos o flavinas como trans
portadores en presencia de NAD(P)H-diaforasas presentes en

los extractos libres de células.

Estas diaforasas son enzimas fisicamente separables de la

nitrato reductasa.
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13 Se ha iniciado el estudio de la diaforasa pesada dependiente
de NADPH (PM=165.000) y de la diaforasa ligera dependiente
de NADH (PM=57.000)habiéndose determinado algunas de sus ca-

racteristicas enzimdticas y propiedades de regulacidn.
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