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RESUMEN.

La qglutamina, el producto final de la asimilacién
de amonio, es un comppuesto clave en el nmetabolisnmo
nitrogenado ya que sirve comc donador de nitrdgenc en una
gran variedad de vias biosinteéticas y ademas funciona como
el correpresor del catabolismo nitrogenado. La regulacién de
la concentracidén intracelular de la glutamina es un proceso
clave en el metabolismo nitrogenadc ya gque su concentracion
determina su utilizacién del nitrogeno del medio, 1la
velocidad de sintesis y degradacién del nitrégeno celular.
A través de estudios bioquimicos y fisiclégices sa han
determinado las enzimas que participan en la asimilacidén de
la glutamina. Se ha encontrado que la glutamina es asimilada
por las enzimas de la via de la transaminasa de glutamina-
-amidasa en la cudl la glutamina, a través de la
participacién de la transaminasa de glutamina, dona su
nitrégeno amino para dar diferentes aminodcidos y 2-
oxoglutaramato, después por la accién de la w-amidasa el 2-
oxoglutaramato es hidrolizado a 2-oxeoglutarato y amonio. La
glutamato sintasa también participa en la asimilacién de la
glutamina, dando dos moléculas de glutapato a partir de
glutamina, 2-oxoglutarato y NADPH. Ademds se ha encontrado
gue el amonic liberado dela glutamina por la via de la
transaminasa de glutamina-w-amidasa es asimilado por 1la

g 1 u t a m i n o 8 i n t e t a s a .



INTRODUCCION
La composicién quimica de los seres vivos es,
cuvalitativamente, muy diferente de la del entorno fisico en
que viven. La mayor parte de los componentes gquimicos de
los organismos son compuestos organices de carbono en los
que este elemento se encuentra en un estado relativamente
reducido. Muchas de é¢stas nmeléculas ceontienen también
nitrégeno como las proteinas, los Acidos nucléicos y otras
biomoléculas importantes de los organismos vivos. Aungue el
nitrégeno molecular se encuentra en gran cantidad en la
atmésfera, es relativamente inerte desde el punto de vista
quimico ¥y no puede ser utilizado por la mayor parte de los
seres vivos. Es asi, que los sistemas vivos (microorganismos
¥ Plantas) han desarrcllado una serie de estrategias para
buscar e]l nitrégeno y asimilarlec. Estas estrategias se
traducen en diferentes procesos gue comprenden la forma de
buscarle, incorporarlo a la ceélula, metabolizarlo para con-
vertirlo en amponio, excretar el amonio al medio o asimilarlo
en glutamato y glutamina, distribuir el nitrdégenc presente
en estos anincdcidos a través de enzimas gue transaminan vy
transanmidan, acumularlo eﬁ organelos especificos, sin-
tetizar macromoléculas y finalmente degradar el nitrogeno
celular para reciclarlo otra vez a amonio {(1).
La asimilacidn del amonio, es el punto donde se

fija el nitrégeno en moléculas organicas y de ahi se dis-



tribuye hacia la sintesis de compuestos nitrogenados gue son
utilizados en la sintesis de macromoléculas. Debido a lo an-
terior el procesc de asimilacién del amonio es un punto
clave del petabolismo celular donde se controla el resto de
los procesos del metabolisme nitregenado.

La deshidrogenasa glutidmica (GDH-NADP) y 1la
glutanine sintetasa (G5) son las unicas enzimas capaces de
incorporar el amonio a moléculas orginicas. La GDH-NADP
cataliza la reaccion para sintetizar glutamato a partir de
2-oxoglutarato NADPH y amonioc. La GS sintetiza glutamina a
partir de glutamato, amonio y ATP { 2 ).

Ia glutanmina, el producto final de la asimilacion
de amonio, es un compuesto clave dentro de este proceso ya
que es uno de los donadores universales de nitrdgeno y
ademas es el correpresor del catabolismo nitrogenado, ya que
su concentracion determina la utilizacién del nitrégeno
del medio, la velocidad de sintesis y degradacién del
nitrégeno celular, y la expresién de la nitrogenasa.

La glutamina adepids de ser reguerida para la
sintesis de proteinas sirve como donador de nitrégeno en una

variedad de vias biosintéticas:



Purina Proteinas Arginipa, urea
[ 1 Ccarbamil fosfato
NAD+.§\_\\‘ Pirimidinas
Glucosarina~6- NI, p-Aminobenzoato
fostato/;}-clz i" tranilato
L
Histidina/§ t‘:m2 NH5
T:iptotano/ CHy 2-oxoglutaramato
|
Asparagina H=C— s a-aminoacidos
r— 2] ’ '
Glutamato CO,H r——eFenilacetil -

Asi, el

glutamina

Glutamato + NHy

atomo

de nitrégeno amido de la glutamina

es usadoc para la sintesis de los adtomos de nitrégenc amido

del NAD y asparagina, los &dtomos de nitrdgeno 3 y 5 del

anillo de purinas, los grupos aminos de glucosamina,

guanina, citosina, &cido p-aminobenzoico, el atomo de

nitrogeno de carbamilfosfato (que es utilizado para la
sintesis de arginina y el atomo de nitrégeno 1 del anillo de
pirimidinas), el dtomo de nitrogeno 1 del anillo de imidazol
de histidina y el &tomo de nitrégeno del pirrol de trip-
tofano (3).

En diferentes sistemas celulares, se han en-
contrado diferentes actividades enzimdticas capaces de de-
Transamidasas de glutamina,

gradar glutamina: glutamate sin=-

tasa, glutaminasas, L-aminocdcidos oxidasa y la wvia de 1la




transaminasa de glutamina-w- amidasa (tabla S).

Las transamidasas son enzimas gue catalizan la
donacién del grupo amido de la glutamina a un aceptor, dando
como productes al aceptor con un grupo amino y glutamato. La
mayoria de estas transamidasas utilizan ATP.

La transamidasa mas estudiada es la carbamil fos-
fate sintetasa de Egcherichia coli (4, 5). Esta enzima tiene
un peso molecular de 163,000 daltones y esta compuesta por
dos subunidades, una subunidad pesada de 130,000 daltones
¥ una subunidad ligera de 40,000 daltones(6).

La glutamato sintasa es una transamidasa gue
cataliza la transamidacidn reductiva de la glutamina con
el 2-oxoglutarato para dar 2 nmoléculas de glutamato. Esta
enzima so6lo se encuentra en microorganismos y plantas. E1
hecho de gue mutantes de Bacillus Eubtilis, gue carecian de
la actividad de glutamato deshidrogenasa y de alanina
deshidrogenasa, crezcan en medio minime ( 7 ) y de gue en
Aerobacter aexpgyeneps la sintesis de glutamato
deshidrogenasa puede estar totalmente reprimida sin afectar
la capacidad de este nicroorganisme para asimilar amonio
(8), 1llevd a la demostracién de gue existe otra via para
asimilar amenio. En esta via el amenio es asimilade per la
glutamino sintetasa para dar glutamina y después la
glutamato sintasa lleva a cabo la transamjdacion reductiva

de este aminodcido dando dos moléculas de glutamato.



las glutaminasas son enzimas gue catalizan la
deaninacién hidrelitica de la glutamina dando como productos
glutamato y amonio. La actividad de glutaminasa se encuentra
en una gran cantidad de microorganismos ( 9 ). Las mejor es—
tudiadas son las glutaminasas de Egcherichia c¢li. Estas
bacterjas tienen dos glutaminagas gue se distinguen por su
pH optimo; la glutaminasa A tiene un pH &éptimo de 5,
mientras gue la glutaminasa B tiene un pH Sptimo de 7 (10).

Las L-~amino&cidos oxidasas catalizan la desamidacién
oxidativa de los L-aminc#&cidos. La L-aminodcido oxidasa de
Neurogpora cragga es capaz de desaminar oxidativamente a 1la
glutamina con una actividad 50% menor que la Que presenta
con la histidina, que es el mejor sustrato de esta enzima
(22).

La sintesis de esta enzima regquiere tanto de la
induccidén por un aminoécido, asf, como simultaneamente de la
derepresisén catabdlica nitrogenada (B8). La limitacién de
carbono en presencia de un aminodcido como inductor no per-
mite la induccidn de la L-aminodcido oxidasa. Los in-
hibidores de la sintesis de proteinas y de la sintesis de
RNA bloguean la acumulacicén de la L-amincaécido oxidasa, 1lo
que sugiere gue la expresion de esta enzima es controlada a
nivel de su transcripcidén (8).

La transaminasa de glutamina fue descubierta en el

curso de estudios enzimdticos de la desamidacidn de



glutamina. Greenstein y colaboradores (12) descubrieron gue
la formacidén de amonio a pertir de glutamina, utilizando ex-
tractos de higados de rata, se estimulaba notablemente por
la adicién de piruvato y algunos otros 2-oxocdcidos. La
reaccidon dependiente de 2-oxodcidos fue denominada
glutaminasa II,

Meister y Tice (13) encohtraron gque el piruvato
(determinado con la lactato deshidrogenasa) desaparecia,
mientras gque el total de 2-oxoicidos (Qeterminado por la
formacién de la 2,4-dinitrofenilhidrazonas de 2-oxoécidos)
permanecia sin cambios y al final de 1a reaccidn se
recuperaba el 2-oxoglutarate como su correspondiente 2,4-
dinitrofenilhidrazona. Estos autores también establecieron
mediante estudios con glutaminalsn en el grupo amido,que el
amonio formado proviene del grupo amido de la glutamina. En
este y en otros trabajos se encontrd que un gran numero de
2«-pxoacidos pueden reemplazar el piruvato Yy gue 1la
desaparicién del piruvato u otros 2-oxoadcidos se acompafia de
la formacién equimolar del correspondiente L-aminoacide. La
formacidn de amonic no ocurria en ausencia de 2-oxvacido y
slo algunos de estos compuestos estimulaban su formacién
(13) .

La transaminacidn se disminuia notablemente cuando
se reemplazaba la glutamina por el glutamateo. En el caso en

gue se usaba como sustrato ¥-metilglutamina, la transamina



cidén ocurria pero no habia formacidén de amonio y se formaba
el a-ceto-i-metilglutamatc (14}. Estos resultados fueron in-
terpretados de la manera siguiente:

Primero ocurria una reaccitén de transaminacidn
entre la glutamina y el 2-oxocicido gue resultaba en la
formacidén del correspondiente a-aminodcido y del 2-
oxoglutaramato (reaccidén 1}. A continuacidn, en una segunda
reaccién de w-deamidacion en la cual el 2-oxoglutaramate se

convertia en 2—-oxoglutarato y amonio (reaccion 2).

L~glutamina + 2—oxo&cido —/——— 2-oxoglutaramato {1}
L~ -u;noacido

2-oxoglutaramato + Hy0 2-oxoglutarato + NH; {2)

Esta hipodtesis fue confirmada cuando se encontre
que el 2-oxoglutaramato (preparadeo por oxidacidén enzimdtica
de la L-glutamina) es hidrolizado en 2-oxoglutarato y amonio
por preparaciones gue también catalizan la reaccicén de
transaminacién deamidacidn de glutamina (15). La w-amidasa
de estas preparaciones, no hidroliza el g=-ceto-
-metilglutaramato (14). A partir de estos resultados se
purificé parcialmente 1la w=-amjdasa del higado de rata Yy
ademas se sSeparc de la transaminasa de glutamina (16). Se
encontrdé que la -amidasa hidroliza otras amidas como 2-
oxosuccinamato, succinamato Yy glutaramato, pero es inactiva
cuando se usan como sustratos glutamina y asparagina. En es-

tudios con extractos de N. crassa se demostré gue 1la



transaminacidén entre 2-oxosuccinamato y glutamina resultaba
en la formacion de 2Z-oxoglutaramato y asparagina (17). Se ha
encontrade gue el 2-oxoglutaramatoe puede existir en dos for-
mas interconvertibles. Una forma exhibe las propiedades
esperadas para un 2-oxoicido de cadena abierta analogo a la
glutamina; la otra forma reacciona lentamente con 2,4-
dinitrofenilhidrazina y no es descarboxilada por perdxido de
hidrégeno (18). Se demostré posteriormente gue la forma poco
reactiva del 2-oxoglutaramato es la 2-hidroxi-S5-oxo-prolina
que no es sustrato de la (u-amidasa (19 ). El equilibrio
entre la cadena abierta y la forma ciclica esti marcadamente
en favor de la Ultima en condiciones fisioldgicas. Asi, més

del 99% del compuesto existe en la forma ciclica

HyC———CHy HyC————CH,
o=C c-cod o=¢C c-oH
! 4 \
KH, © \u - coo”
|
H

Mas informa2cién sobre esta via del metabolismo de
la glutamina se obtuvo después de purificar la transaminasa
de glutamina y la w-amidasa.

En 1971, la w-amidasa fué purificada y se obtuvo
en forma homogénea por Hersh (20). La transaminasa de
glutamina soluble, presente en el higado de la rata, fue

purificada por Cooper y Meister en el mismo afio (14, 21).



Estudios realizados por Price vy Greenstein (22)
demostraron gue la actividad de la transaminesa era mayor eh
el higado gue en el rifndn de la2 rata. Sin embargo, Krupchik
y EKnox (23, 24), con una preparacion mis pura de rihon de
rata, encontraron una actividad especifica 6 Veces mayor gue
aguella presente en el higado de la rata. Estos resultados
aparentemente conflictivos, fueron resueltos en trabajos
posteriores (25). hsi Kupchik y Knox (23, 24) median la
transaminacion entre glutamina y fenilpiruvate, mientras gue
Price y Greenstein median la transaminacion entre glutamina
Y piruvato. Investigacicnes sobre la especificidad de la
transaminasa por estos 2-oxcadcidos demostraron gue los ex-—
tractos de rifion eran menos activos gue los del higado en la
transaminacién entre glutamina y piruvato, y mas activeos gque
los extractos del higado en la transaminacién entre
glutamina y fenilpiruvato. Estos resultados culminaron en el
aislamientoc de una nueva transaminasa de glutamina de rifién
de rata, y con la demostracidn de que las dos transaminasas
estaban presentes, aungue en diferente propercion, en higade
y en rinén (25).

La transaminasa de glutamina de higado (transami-
nasa de glutamina L) es nds activa con a-ceto-T--
metiolbutirato,f~mercaptopiruvato, glioxalato, piruvato y 8-
hidroxipiruvato. La transaminasa de glutamina de rifién

(transaminasa de glutamina K) es mas activa con metionina,

10



fenilalanina, tirosina y los e-cetodcidos andlogos a estos
amincacidos. Por otrec lado, esta enzima exhibe menos ac-
tividad con glioxalate y piruvavto (25}.

Las transaminasas de glutamina K y L, estan
pPresentes en la mitocondria y en el citosel del higado y el
rifion (25). Igualmente se ha demostrado gue la (w-amidasa
estd presente tante en la porcion soluble como en la
mitocondria.

La transaminasa de glutamina y 12 w-amidasa de
Neurospora crassa participan en un ciclo donde la glutamina
es degradada y resintetizada (26).

Se encontré gue la glutamina es degradada a amonio
Y 2-oxoglutarato a través de las enzimas de la via de 1la
transaminasa de glutamina-w-amidasa. En esta via la
glutamina transamina para dar diferentes aminoacides y 2-
oxoglutaramato a través de la participacién de la trans-
aminasa de glutamina, después, el 2-oxoglutaramato formado
es hidrolizado por la w-amidasa a 2-oxoglutarato y amonio
(26). En este hongo la glutamina es asimilada directamente a
nitrégeno o amino por la accién de la glutamato sinj:asa que
da 2 moléculas de glutamato a partir de glutamina y 2-
oxoglutarate {27, 28). El amonio liberado por la via de 1la
transaminasa de glutamina-w-amidasa es reasimilado por la
deshidrogenasa glutamica para dar glutamato y por la

glutamino sintetasa para resintetizar glutamina. Esto da

11



lugar a la operacién de un cicleo en el cual 12 glutzarina es
degradada y resintetirada, la glutamato sintasa tambien par-
ticipa en ciclar glutamina a gluramate {25, 2%), como resul-
tado del ciclaje de la glutamina, este amincacide y el
glutamato son continuamente resintetizadeos {28, 29) con el
correspondiente gasts de esqueletos de carbono, poder reduc-—
tor y ATP (30, 31). En N, crasss no se detecta actividad de
glutaminasa y experimentos de smarcaje demuestran gue esta
via no opera en la degradacion de la glutamina. Los estudios
sobre la funcion del reciclaje de la glutamina han
demostrade gue este es necesario para el optime flujo de
carbono a partir de sacarosa (31, 32). Se ha encontradc gue
pPara gue la glutamina sea asimilada dptimamente coxme fuente
de nitrogenc esta tiene que convertirse a glutamato que es
el otro donador de nitrogeno (28). La actividad de 1la
glutamato sintasa y la incorperacion del amonio liberado psor
la via de la transaminasa de glutarina-w-acidasa a traveés de
la deshidrogenasa glutimica scn escenciales para la sintesis
de glutamato, mientras que la contribucion de las trans-
axidasas es pequefia (28, 29).

la presencia de 2-gxoglutaramato en presencia de
amonio(26) ¥y los estudios da marcaje con glutamina lSN
muestran gue el reciclaje de la glutamina esta operande
entre glutamato y glutamina (30).

Tomando a Neyrospora crassa <comoe modelo se

7
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aplicarsd este conocimiento en una bacteria de gran interés
biotecnolégico para la agricultura Rhizobium phasecli que es
una bacteria fijadora de nitrégeno en asociacidén con
Phaseolus vulgarlg (frijol), leguminosa de gran importancia
econémica.

Rhizobium phagecli es una bacteria gram negativa
que se caracteriza por inducir el desgarrollo de ndédulos en
las raices de la planta gque infecta, en estas estructuras se
lleva a cabo el proceso de fijacién de nitrogeno (33).

Bhizobium phasecli es capaz de utilizar diferentes
compuestos como fuente de nitrédgeno y la utilizacidn de es-
tos compuestos implica su degradacion a amonio, precursor de
la sintesis de glutamina para as{ distribuir el nitrégenc de
estos aminocAcidos a todos los compuestos nitrogenados (34).

Entre los aminodcidos que Rhizobium phaseoli puede
utilizar como fuente de nitrégenc se encuentra la glutamina,
sin embargo, 1la utilizacién de este aminodcido no implica
necesariarmente su degradacién a amonio, ya que al donar su
grupo amido mediante reacciones de transanidacidn forma
glutamato.

En _Rhizobium phasecli se ha reportado la
existencia de la actividad de glutamino sintetasa (GS).
Rhizobjiyp tiene dos glutamino sintetasas las cuales tienen
diferentes propiedades fisicas y cataliticas (35). La G5 I

es muy parecida a la enzima encontrada en E. coli con una



estructura oligomérica formada por 12 subunidades, es resis-—
tente al calor y estd sujeta a2 regulacién por adenilacién
(36). Por otro lado la GS II tiene un peso molecular mas
bajo, es sensible a temperatura y esté formada por 8 sub-
unidades (37).

También se ha reportado la actividad de glutamate
sintasa (GOGAT) como una via en la degradacisén de glutamina
en Rhizobium phaseoli.

La actividad de GOGAT es mayer cuando se usa
glutamina ¢ amonio como fuente de nitrédgeno gue cuando se

usa glutamato (34).

Sin embargo en Rhizobium phasecli no se ha repor-
tado la existencia de la deshidrogenasa glutamica (GDH)
(34). En otras especies de Rhizoblum como R. japonicum, R.
legumnincsarun ¥y B._trifoli si se ha logrado detectar ac-
tividad de GDH, perv como es dependiente del cofactor NADH y
no esta regulada negativamente por glutamato, se le ha asig=-
nado un papel catabélico (38, 39). En R, leguminosarum y R.
trifoli se ha encontrado una actividad de GDH biosintética
dependiente de NADPH, que aumenta en condiciones de
limitacién de glucosa (38). Es importante mencionar gue se
han aislado mutantes auxétrofas de glutamato, . gue no
asimilan amonio en R. leguminosarum, R. Japonicum, R. cow-

pea. R. trifoldi, R.. melilotd y R. sesbapia y que son

14



deficlentes en la actividad de GOGAT sin tener afectada su

GDH (40, 41, 42). Este dato apoya gque la via de asimilacidn

de amonle en Rhizobium es la via GS-GOGAT, ya gue si la GDH

¥ la GOGAT participaran en la sintesis de glutamato,

mutantes auxcotrofas de glutamina deberian tener alteradas

1as dos actividades.

Otra enzima que no se ha reportado en Rhizobium

phaseoll es 1a via de la transaminasa de glutamina-w -amida
| 3-8
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OBJETIVOS.

El papel de la glutamina es fundamental en el me-
tabolismo celular por lo que es importante conocer como se
asimila este amincdcido, para ello se plantean los

siguientes objetivos.

A) Demostrar si opera la via de la transaminasa - -amidasa

en Rhizobiup phaseoli-

b) Demostrar si opera el reciclaje de la glutamina en

Ehizobi ; 13

Estos cbjetivos forman parte de un proyecto
general sobre las vias que parti[:ipan en la asimilacion de
la glutamina, su regulacisn, su funcién y determinar si
opera el reciclaje de la glutamina en Bhizobjum phaseoli en
vida libre y en simbiosis con Phaseolus vylgaris, asi como
la relacion gque existe entre la degradacidén de la glutamina
y la fijacién de nitroégeno.

Este conocimiento podra ser aplicado para obtener
cepas incrementadas en su capacidad para fijar nitrdgenc
atmosférico y por lo tanto incrementar la preoductividad de

las cosechas de frijol.
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METODOS.
CEPAS.

Se trabaja con la cepa silvestre Rhizobium
phasepll CFN42, resistentes a &cido nalidixico y estrep-

tornicina y con la cepa HB10l de Egchrerichia coli resistente
a estreptomicina.

MEDIOS DE CULTIVO Y CONDICIONES DE CRECIMIENTO.

Las células de la cepa CFN42 son precrecidas 14
hrs en medios ricos (extracto de levadura 0.3%, peptona de
caseina 0.5% y clorurc de calcio 0.7M) a 30°C agitandose a
una velcocidad de 200rpm.

Con éstas células se incculan medios minimos
(potasioc dibasiceo l.2mM, sulfato de magnesio 0.8mM, clorureo
de calcic 150mM, y cloruro de fierro 18mM) a una Jdensidad
éptica de 0.05 a S540nm. Al medic minime se le adiciona como
fuente de carbonoc succinato 10mM (a excepcidn de los casos
que sSe especifigue) Yy comc fuente de nitrdgenc glutamina
10mM ¢ glutamatc 10mM ¢ nitrato de potasioc 10mM & cloruroc de
azonic 10mM.

Las células de la cepa HB101l son precrecidas 12
hrs en medios de Luria (extracto de levadura 0.5%, peptona
de caseina 1% y cloruro de scodio 1% ajustando el pH a 7.5) a
37 C agitandose a una velocidad de 250rpm.

Con éstas ceélulas se inoculan medios minimos

17



(fosfato de sodio 0.6%, fosfato de potasio 0.3%, cloruro de
sodio 0.5%, sulfacto de magnesioc 0.025% ajustando a pH 7.5)
a una densidad optica de 0.05 a 540 nm. Al medio se le
adicona como fuente de nitrégeno glutamina 10mM y como

fuente de carbono succinato 10 mM.

DETERMINACION DEL. CRECIMIENTO.

lLag cinéticas de crecimiento se sigue por densidaad
éptica y por proteina.

Para densidad dptica se toma 1m} de cultivo y se
lee & S540nm.

Para proteina se toma 1lml de cultive, se
centrifuga 10 minutos a 10,000rpm y se resuspende en 500zl
de &cido tricloroacético al 5%, se vuelve a centrifugar y
se resuspende en 200ul de hidréxido de sodio 0.4N y se

determina proteina por el método de lowry a 625nm (43).

DETERMINACION DE AMONIO EXTRACELULAR.

Se toman 1i0ml de cultivo, se centrifugan 10
minutos a 10,000rpm al sobrenadante se le agrega 100ul de
hidréxido de sodic 10M y se mide amconio con un electrodo

Orién con una membrana especifica para este compuesto.
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PREPARACION DE EXTRACTOS CELULARES.

Se centrifugan 250ml de medio 10 minutes a
10,000rpm se lavan las células con agua. El pellet se
resuspende en 1.5ml de buffer de extraccion (Pirofosfato de
sodioc 0.05M y S-merceptoetancl 1lomM a pH 8.5) y se rompen
las células en el desintegrador Braun dando 5 pulsos de 90
segundos utilizando perlas de vidrio de 0.1lmm de diametro en
una proporcién de un volumen de perlas por tres volumenes de
células.

Posteriormente Ese centrifugan 10 minutos a
10,000rpm para desechar las membranas celulares. El
sobrenadante se utiliza para las determinaciones

anzimiticas.

ACTIVIDAD ENZIMATICA DE TRANSAMINASA DE GLUTAMINA.

La actividad de transaminasa de glutamina se
determina midiendo la acumulacién de 2-oxoglutaramato
colorimetricamente a 500nm.

L.a reaccion se corre con 100ul de extracto celular
mis 400ul de coctel (6-diaxo-5-oxo-norleucina (DON) 6nM,
glutamina ©0.2M, glioxalato 0.2M, &cido bdérico 0.75M a pH
8.5, fosfato de piridoxal 2mM y agua)} a 37°C hasta 90 minutos
y me para la reaccidn con 100ul de acido sulfucialicilico al
20%, se centrifuga 15 minutos a 3000rpm y se decanta, se

adicicnan 250yl de una solucidn al 4.5% de vainillina en
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&cido clorhidrico 3N y etanol al 50% se calienta 30 minutos
a 52'C y se adiciona 250pl de hidrdxido de sodio 5N y se lee

a soonm.

ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA REACCION ACOPLADA DE LA TRANS-
AMINASA DE GLUTAMINA Y LA w—AMIDASA.

La actividad acoplada de la transaminasa de
glutamina y la we-amidasa se determina midiendo la formacidn
de amonioc por medic de la deshidrogenasa glutamica (bovina)
a 340 nm.

La reaccidén se corre en las mismas condicicnes de
la transaminasa de glutamina, excepto que la reaccién se
para con 10041 de &cido triclercacético al 17%, se
centrifuga 15 wminutos a 3000rpm, el sobrenadante se
neutraliza a pH 7 con RaOH se toman 500ul de ésta mezcla y
se agregan 500u) de coctel (Tris 250mM, 2~oxoglutarate
200mM, KADH 10mM y agua), se corre la reaccidén con 5ul de
deshidrogenasa glutémica (bovina) y se lee la desapariciodn
de NADH a 340nm que corresponde a la cantidad de amonio for-

mado.

ACTIVIDAD ENZIMATICA DE GLUTAMINO SINTETASA.
La actividad de glutamino sintetasa se determina
midiendo la producciénde f-glutamil hidroxamatc

espectrofotométrica mente a 540nm.
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Las actividades de glutamino sintetasa I y II son
medidas por los ensayos de transferasa y sintetasa, las que

se distinguen por su diferente estabilidad a 50°C (34).

ACTIVIDAD ENZIMATICA DE GLUTAMATO SINTASA.
La actividad de giutamato sintasa se determina
siguiendo la oxidacién de la coenzima NADPH

espectofotométricamente a 340nm (34).

SINTESIS DE 2-OXOGLUTARAMATO.

Este compuesto se sintetiza a partir de 5grs. de
glutamina, 2grs. de L-aminoAcido oxidasa, 10,000 unidades de
catalasa y 100ml de agua ajustando el pH 7.2 incubando a 37°C
con burbujec de oxigeno durante 24 hrs.

Se dializa en 1 litro de agua a 5°C durante 12 hrs,
Eata muestra se licfiliza hasta aproximadamente 100ml, se
pasa por una columna Dowex SO0H+, se eluye con agua, se
recolecta la muestra, se mide el pH, se juntan las frac-
ciones acidas se neutralizan con hidréxido de barioc y se
liofiliza.

La pureza del 2-oxoglutaramato obtenido se deter-
mina por cromatografia en papel y en liquido.

Para la cromatografia en papel la muestra se ¢orre
en una mezcla de solventes con 40ml de terbutanol, 30ml de

retietil cetona, 15ml de Acide férmico y 15ml de agua., Se
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tifie con wvainillina (1% wvainilla en etanol 50% y acido
clorhidrico 1N) se deja secar lhr a 92°'C y se vuelve a teifiir
con hidroxide de sodio 0.5N en etanol 50%,

Para la cromatografia en ligquido de alta presidn
se utiliza una columna Radial pack (Millipore} Cis8 (fase
reversa) y se eluye con hidrdxido de tetrabutil amonio en un
buffer fosfatos lmM a pH 7.1 y se determina la absorbancia a

214nm.

DETERMINACION DE 2~OXOGLUTARAMATO In Vivo,

Para esta determinacidén las células se crecen en
nedic minimo suplementado con glutamina ¢ amonio como fuente
de nitrégenc durante 12 hrs , para gue s& acunmule
épticamente el 2-oxoglutaramato proveniente de la reaccién
de la transaminasa de glutamina es necesaria la presencia de
DON lmM gue es8 un inhibidor de transanidasas,
aninooxiacético 10mM inhibidor de transaminasas y una mezcla
de DON y AOM y se incuban durante 6 hrs.

lLas muestras son centrifugadas 10 minutos a
10,00rpe, el pellet se resuspende en 10wl da alcohol al 80%,
se hierve 10 minutos, se homogeniza en el Braun, se filtra
(wmenbrana l.2um) y se liofilirza. La muestra se disuelve en
2rl de agua, se pasa por una columna DOWEX-1 y se eluye
con 6ml de &cido cleorhidrico 1N se juntan las fracciones

Acidas, se neutralizan con hidréxide de sodio y se
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liofiliza. El compuesto se disuelve en 2ml de agua.
El 2-oxoglutaramatc se determina por cromatogragfia

de liquidos de alta presion come se menciona anteriormente.
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RESULTADOS .

CRECIMIENTC DE Rhizobium phasecli EN DIFERENTES FUENTES DE
NITROGENO.

Se crece Rhizobium phaseoli en medioc minimo
suplementado en diferentes fuentes de nitrégeno gdglutanina
10mM, glutamato 10 mM y nitrato de potasio 10 mM y en
glutamina 10 mM como fuente de nitrégene y carboneo. Se
encontrd que para Rhizcobium phaseoli la mejor fuente de
nitrégenc es glutamina y gue ademis es capaz de crecer en
glutamina come fuente de nitrégeno y carbono (fig. 1). Com-
parandola con otra bacteria gram negativa como E, ¢gli se
observa que &sta bacteria crece menos en glutamina como
fuente de nitrdégeno y carbonoe, lo que le confiere una

caracteristica particular a Rhizobium phaseoli (fig. 2).

ACTIVIDAD DE TRANSAMINASA DE GLUTAMINA Y ACTIVIDAD DE LA
REACCION ACOPLADA DE LA TRANSAMINASA DE GLUTAMINA Y LA
W ~AMIDASA.

La actividad de la transaminasa de glutanmina se
determina creciendo células en medio minimo suplementado con
glutamina y succinato a las l4hrs de crecimiento a 30°'C. Se
determina la acumulacion de 2-oxcglutaramato colorimetrica
nmente a 540 nm. Se detecta una actividad de 10.5 nanomoles

de 2-oxoglutaramato producido por minuto por miligramo de
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proteina , en presencia de aminooxiacético inhibidor de la
transaminasa de glutamina se detecta una actiwvidad de 0.84 y
cuando la reaccion se lleva a cabe sin DON que inhibe la u-
amidasa se detecta un tercio del total de la actividad, 1lo
que significa que la w-amidasa estd hidrolizando el 2-
oxoglutaramatc a 2-oxXoglutarato mas amonio ¥y no se detecta
actividad cuando la reaccidn se corre sin alguno de los
sustratos glutamina 6 glioxalato (tablas' 1l y 5).

Estos resultados indican que en la degradacién de
la glutamina participa la reaccidén acoplada de la trans-
aminasa de glutamina y la w-=-amidasa. Esta actividaad
enzimitica acoplada se determina midiendo la formacién de
amonio por medio de la deshidrogenasa glutamica (bovina) a
340ne en medic minimo suplementado con glutamina a las 14
hrs de crecimiento a 30 *C. Se detecta una actividad de 4.3
nanomoles de amonio producido por minuto por miligramo de
proteina , no se detecta actividad sin la presencia de al-
guno de los sustratos (glutamina & glioxalate), en presencia
de aminooxiacétice inhibidor de la transaminasa de glutamina
no se detecta actividad ya gue la glutamina no puede ser
degradada a 2-oxoglutaramato y en presencia de DON inhibidor
de la w —amidasa no se detecta actividad enzimdtica ya que
@l 2-oxoglutaramato producto de la degradacicén de 1la
glutamina por la transaminasa de glutamina no puede ser

hidrolizado por la w-amidasa a 2~-oxoglutarato mas amonio
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(tablas 2 y 5).

EXCRECION DE AMONIO E INHIBICION DE LA EXCRECION DE ESTE
COMPUESTO EN Rhizobium phasecli CRECIDO EN GLUTAMINA MAS
SUCCINATC Y GLUTAMINA COMO FUENTE DE NITROGENO Y CARBONO.

Para medir 1la excrecion de amﬁnio se crecen
células en medio minimo suplementado con glutamina, nitrato
de potasioc y glutamina como fuente de nitrégenoc y carbono
durante 36 hrs. Se encontrd que la excrecidén de amonio es 78
pmoles por miligramo de proteina en glutamina como fuente de
nitrogenc y carbono y sélo de 18 en glutamina y en nitrato
de potasio la excrecién de amonio es minima , estos resul~-
tados indican gque el amonio presente se debe a 1la
degradacién de la glutamina. También es importante resaltar
que la excrecion de amonio en glutamina como fuente de
nitrégeno y carbono se detecta desde las primeras horas de
crecimiento y en glutamina ésta inicia después de las 12 hrs
(£ig. 3).

Para inhibir la excrecién de amonioc se crecen
células en medio minimo suplementado con glutamina y en
glutamina comc fuente de nitrdégenc y carbono durante 12 hrs,
las células son transferidas a otros medics minimos con
qglutamina y glutamina como fuente de nitrdégenc y carbone
mds aninooxiacético 10 mM ¢ DON 1 mM. Se mide excrecidn de

amonie a las 7 hrs y se detectan 3.5 umoles de amonio por
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niligrame de proteina en glutamina, en presencia de
aminooxiacético 6 DON se inhibe la excrecidn de amonio, y
sin fuente de nitrdgenoc no se detecta excrecidén de amonio
(fig. 4). En glutamina como fuente de nitrdégenc y carbono se
detectan 30 umoles de amonio por miligramo de proteina y se
inhibe la excrecidén en presencia de aminocoxiacético © DON vy
sin fuente de nitrdgenc no se detecta excrecién de amonio
{fig 5). Estos resultados confirman que la glutamina es
degradada a amonio por medioc de la reaccisén acoplada de la
transaminasa de glutamina y w-amidasa y que no participan
las enzimas L-aminoAcido oxidasa porgque en presencia de
aminooxiacétice ¢ DON no se detecta excrecidén de amonio, ni
glutaminasas porgque en presencia de aminooxiacético no hay
excrecidén de amonic. Y ademi&s se demuestra que en glutamina
Yy en glutamina como fuente de nitrdgenc y carbono esta
presente la misma via de degradacion de la glutamina (figs

4y 5).

DETERMINACION DE 2-OXOGLUTARAMATO IN VIVO.

sintetizado el 2-oxoglutaramato se determina su
pureza por cromatografia en papel y en liquido con un resul-
tado del 97.81%.

Para la determinacién ipn vivo las células se
crecen en medio minimo suplementado con glutamina & amonio

durante 12 hrsg, las células se colectan y se transfieren a
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otro medio minimo suplementado con glutamina o amonioc mas
amiocoxiacético inhibidor de la transaminasa de glutamina ¢
DON inhibidor de la w-amidasa

Se mide la acumulacién del 2-oxoglutaramato por
medio del HPLC, se detecta en presencia de DON ¥y
aminooxjiacétice la acumula del 2-oxocglutaramato lo que
demuestra la participacién de la via de la transaminasa de
glutamina~-w —-amidasa. Y la acumulacién del 2-oxoglutaramato
en amonio demuestra que la glutamina es degradada y resin-

tetizada (tabla 3).

RECICLAJE DE LA GLUTAMINA.

La presencia de amonio extracelular hasta después
de las 12 hrs en glutamina (fig 3) sugirid dos
posibilidades:

a) Qué el amonio es asimilado por la glutamino sintetasa
para resintetizar glutamina durante las primeras 12 hrs.

b) Qué la actividad enzimatica de transaminasa de glutamina
se induce hasta después de las 12 hre y que el amonic en ex-
ceso es excretado al medio.

Para demostrar una de estas posibilidades, se
mide la excrecién de amonio en glutamina, glutamina mas
metionina sulfoximina (inhibidor irreversible de 1la
glutamino sintetasa) y sin fuente de nitrégeno durante las

primeras 12 hrs de crecimiento. En presencia de metionina
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sulfoximina se detecta excrecidén de apenio lo gue indica gque
la glutamino sintetasa esta inhibida y no puede asimilar el
amonio para resintetizar glutamina y este amonio es ex-
cretado al medio (fig. 6)

Se nide la actividad de glutamino sintetasa por
el ensayo de sintetasa y transferasa en medio minimo
suplementadec con glutamina y glutampina como fuente de
nitrégene y carbono durante 24 hrs. En glutamina se detecta
actividad de glutamino sintetasa I adenilada y por lo tanto
inactiva y glutamino sintetasa II que se eleva hasta las 12
hrs y después cae. En glutamina como fuente de nitrdgeno y
carbono se detecta actividad de glutaminoc sintetasa I
adenilada y no se detecta actividad de glutaminc sintetasa
II (figs 7 y 8).

Se mide la actividad de transaninasa de glutamina
en células crecidas en medio minimo suplementade con
glutamina y glutamina como fuente de nitrdgeno y carbono a
las 14 hrs a 30 °C, en donde la actividad enzimatica es
similar en ambas condiciones. Y por ultimo se mide actividad
de glutamato sintasa en pedio minime suplementado <on
glutamina y glutamina como fuente de carbono y nitrdgeno a
las 14 hrs a 30°C, en donde ge detecta una actividad de 27.1
nanomoles de NADH oxidado por minuto por miligramo de
proteina en glutamina y s6lo 14.1 en glutamina como fuente

de nitrégeno y carbono (tabla 3).
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DISCUSION.

La transaminasa de glutamina es una enzima gue per-—
mite a la glutamina donar su nitrégeno amino para dar diver-
s08 aminodcidos. Ademas, esta transaminacicon es irreversible
debido a que el 2-oxoglutaramate formado, se cicliza
espontdneamente y no es sustrato de la transaminasa de
glutamina y la w-amidasa tiene una gran afinidad por el 2-
oxoglutaramato. Sélo la forma abierta es hidrolizada por ia
u -amidasa a 2-oxoglutarato y amonio (19). Todas las demds
transaminasas conocidas son reversibles y poseen una
cosntante de equilibrio alrededor de 1.0. Otra
caracteristica que distingue a la transaminasa de glutamina
de las demas, es que tiene afinidad y transamina eficien-
temente con muy diversos 2-oXodcidos (20).

El objetive de este trabajo es conocer 1la
participacién de 1la reaccidn acoplada de 1a transaminasa de
glutamina y la w-amidasa en la degradacién de la glutamina,
asi como el reciclaje de ésta en Rhizobium phaseoli.

las vias posibles per las que la glutamina puede
ser degradada en Rhizobjiun phasecli son las siguientes.

a) Por una transaminasa de glutamina y la w-amidasa
en qQue a partir de la glutamina se obtiene amonic y 2-
oxoglutarato (14).

b) A través de la glutamino sintasa que en presen-—

cia de glutamina y 2-oxoglutarato sintetiza 2 moléculas de
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glutamato (233).

c) otra enzima que puede participar, pero no en 1la
degradacidn sino en la sintesis de glutamina es la glutamino
sintetasa gue a partir de glutamato y amonio sintetiza
glutamina (34).

Los resultados indican que para Rhizobjium phaseoli
la mejor fuente de nitrdgenoc es la glutamina y gue aderis es
capaz de crecer en glutamina como fuente de nitroégenc y car-
bono a diferencia de otras bacterias gram negativas como E.
gold (fig 2).

La actividad enzimitica de la transaminasa de
glutanina y w-amidasa ha sido reportada en Saccharopvces
seravisiae con una actividad de 8.24 nancmoles de 2-
oxoglutaramato producido por minuto por miligramo de
proteina (45) Yy NeUIQEPOra ¢rassa con 6.0 nanomoles de
fenilalanina por minuto por miligramo de proteina. Los
resultados muestran que esta actividad enzimaAtica también se
encuentra presente en Rhizobium phasgoli con 4.3 nanomoles
da 2-oxoglutaramato producido por minuto por miligramo de
proteina (tabla 2). La inhibicion de la excrecidn de amonio
por amincoxiacético inhibidor de la transaminasa de
glutamina y DON inhibidor de la w-amidasa (figs &4 y 5),
ademéAs de la acumulacién de 2-oxoglutaramato in vivo
denuestran la participacicén de la reaccidn acoplada de 1la

transaninasa de glutamina y la w-amidasa en la degradacion
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de la glutamina.

En Rhizobium phaseoli se ha reportado la actividag
de glutamino sintetasa en glutamina (34), en el presente
trabajo se reporta esta actividad en glutamina y en
glutamina comeo fuente de nitrégeno y carbone. La actividad
enzimAtica de glutamino sintetasa II en glutamina se en-
cuentra presente durante las primeras 12 hrs de crecimiento
durante aesta fase el amonic es asimilade por la glutamine
sintetasa para resintetizar glutamina, después de las 12 hrs
la actividad de glutamino sintetasa II cae ya no asimila
amonic y éste es excretado al medio (figs 7 y 8 ). La ac-
tividad de glutamino sintetasa II en glutamina como fuente
de nitrégeno y carbono no se detecta (fig 7 y 8 ). En esta
condicién el amonio no es asimilado para resintetizar
glutamina y es excretado al medioc a partir de las primeras
horas de crecimiento (fig 3) encontrandose una actividad
diez veces vmnyor que en glutamina (fig 4 y 5).

La actividad de ésta enzima queda demostrada con la
presencia de metionina sulfoximina (inhibkidor irreversible
de la glutamino sintetasa) durante las primeras 12 hrs de
crecimiento en donde el amonic es excretado al »edic conmo
resultado de a inhibjicién de la glutamino sintetasa (fig
6).

La actividad de glutamato sintasa en Rhjzobjium
phaseoli se ha reportado de 32 nanomoles de NADH oxidado
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por minuto por miligramo de proteina en glutamina (34). En
este trabajo se detecta una actividad de 27.1 en glutamina y
14.1 en glutamina como fuente de nitrdgeno y carbono, esto
demuestra que al no detectarse actividad de glutamine sin-
tetasa II el amonio no es asimilado para resintetizar
glutamina y por lo tanto la degradacidn de la glutamina por
glutamato sintasa baja el 50% en glutamina como fuente de
nitrégeno y carbono. La actividad de transaminasa de
glutamina fue de 12.9 nanomoles de 2-oXoglutaramato
producide por minute por miligrame de proteina en glutamina
y de 11.7 en glutamina como fuente de nitrdgeno y carbono lo
gue indica que la glutamina puede ser utilizada comc fuente
de carbono en Rhizobium phaseoli (tabla 4).

La acumulacion del 2-oxoglutaramato jipn vivo en
amonio mas DON (tabla 3) demuestra gue la glutamina forma un
ciclo donde es degradada y resintetizada por la via de la
transaminasa de glutamina- w -amjdasa, glutamate sintasa y

glutamino sintetasa en Rhizobuim phaseoli (fig 9).
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CONCILUSIONES.

En el presente trabajec se demuestra la
participacién de la via de la transaminasa de glutamina- wa-
amidasa en la degradacién de la glutamina.

La actividad enzimatica de la via de la transaminasa de
glutamina- w -amidasa, giutamato sintasa y glutamino sin-
tetasa participan en la asimilacidén de la glutamina en donde
la via de la transaminasa de glutamina-w -amidasa degrada la
glutamina a amonio ¥y 2-oxoglutarato , el 2-oxoglutarato es
asimilado por 1la glutamato sintasa para degradar la
glutamina a 2 moléculas de glutamate y el amonio es
asimilado por la glutamino sintetasa para sintetizar
nuevamente glutamina a partir de glutamatco. De tal forma gue
la presencia de estas enzimas contribuyen a la formacidén de
un ciclo donde la glutamina es constantemente degradada y

resintetizada.
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FIGURA 1

CRECIMIENTO DE Rhizobium phaseecli EN DIFERENTE

CONDICIONES

TISMPO (HORAZ?

Deter=minacidn cel crecimienco en diferentes —edics:
Glutamina m3s Succinico ( ® ), Glutamazo y Succinico
(@), Slutaminz como fuente de Nitrdgenmo y Carbone

(Q), v Nitraro de Potasio =3s ScccfnlZeo (D).



'FIGURA 2

CRECIMIENTO DE Rhizobium phaseoli ¥ Echerichia coli.

100

50
—
E
-
2
)
-
2

o 10
o
-
-
=2

5

0 12 24
TIEMPO (HORAS)

Células de Rhizobium phaseoli (®#,0) y E coli (@,0),
crecidas en medio minimo suplementado con glutamina
mids succinato (0,®) v con glutamina como fuente de
nitrégeno ¥ carbono {0,n) durante 24 hrs.
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FIGURA 3

EXCRECION DE AMONIO EN Rhizobium phaseoli EN DIFERENTES

CORDICIONES
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TIEMPQ (HORAS)

Las células se crecen en medio minmo suplementado con

glutamina méds succinato (@), con glutamina como fuente
de nitrbégeno y carbono (0) y con nitrato de potasio
mis succinato (@) durante 36 hrs.
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FIGURA 4

INHIBICION POR AMINOOXIACETICO Y DON DE LA EXCRECION DE
AMONIO EN Rhizobium phaseoli.
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Las células se crecen 12 hrs en medio minimo suplementado
con glutamina md succinato. Las células se colectan Yy

transfieren a los siguientes medios: glutamina mds succi-
nato (#), glutamina mds amonooxiacético 10mM (w ), gluta-
mina mas DON 1mM (0) ¥ sin fuente de nitrdgeno, ¥ se incu
ban durante 7 hrs. -
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FIGURA &5

INHIBICION POR AMINOOXIACETICO Y DON DE LA EXCRECION DE

10

AMONIO EN Rhizobium phaseoli.
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TIEMPO {HORAS)

Las células se crecen 12 hrs en glutamina como fuente
de nitrogeno y carbono. Las células se colectan y
transfieren a los siguientes medios: glutamina (@),
glutamina mis aminooxiacético 10mM (o), glutamina mas
DON 1mM {a) y sin fuente de nitrdgeno. Y se incuban
durante 9 horas.



FIGURA 6

EXCRECION DE AMONIO EN Rhi:zobium phaseoli.
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FIGURA 7

ACTIVIDAD ENZIMATICA DE GLUTAMINO SINTETASA EN Rhizobjum phaseoli.
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Ensayo de sintetasa: A) Células crecidas en medio miInimo suplementado con
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FIGURA 9

CICLO DE LA GLUTAMINA EN Rhizobium phaseoli.
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TABLA 1
ACTIVIDAD ENZIMATICA DE TRANSAMINASA DE GLUTAMINA

EN Rhizobium phaseoli.

ENsavo® ACTIVIDAD ESPECIFICA®
coMpLETOC 10.5
SIN GLUTAMINA . N.p.D
SIN GLIOXALATO N.D.
CON ADA 10 mM 0.84
SIN DON 3.94

ALos extractos se obtuvieron de células crecidas en medio
minimo suplementado con glutamina m&s succinato a las 1l4hrs
a 30 °C.

BExpresado en nanomoles de 2-0Oxoglutaramato producido por

minuto por miligramo de proteina.

cContiene (1ml) glutamina 20mM, DON 0.6mM, glioxalato 20mM,
buffer borato 75mM (pH 8.5) y fosfato de piridoxal 0.2mM.

DPND, No detectable.

ACA. aminooxiacético.



TABLA 2

ACTIVIDAD ENZIMATICA DE TRANSAMINASA DE GLUTAMINA- -AMIDASA

EN Rhizobium phaseoli.

ENSAYO? ACTIVIDAD ESPECIFICAB
COMPLETOC 4.3
SIN GLUTAMINA N.pP
SIN GLIOXALATO N.D
CON AOA 10mM N.D
CON DON 0. 6mM N.D

ALos extractos se obtuvieron de células crecidas en medio
minimo suplementado con glutamina mis succinato a las 14
hrs a 30 *°C.

BExpresado en nanomoles de amonio producido por minuto por
miligramo de proteina.

CContiene (Iml) gluamina 20mM, glioxalato 20mM, fosfato de
piridoxal 0.2mM y buffer borato 75mM (pH 8.5).

DND, no detectado.
AOA. aminooxiacético.



TABLA 3
DETERMINACION DE LA CONCENTRACION 2 -OXOGLUTARAMATO in vivo

EN Rhizobium phaseoli.

Ensavoh CONCENTRACIOND
GLUTAMINA MAS SUCCINATO 11.85
GLUTAMINA MAS DON 28.55
GLUTAMINA MAS DON MAS AOA 17.61
AMONIO MAS SUCCINATO 15.47
AMONIO MAS DON 29.73
AMONIO MAS DON MAS AOA 21.10

ACélulas crecidas en medio minimo suplementado con glutamina
6 amonio como fuente de nitrdgenc y succinato como fuente
de carbono por 12 hrs. Colectadas y transferidas a otros me
dios con iphibidores enzimdticos e incubados durante 6 hrs

bExpresado en nanomoles por miligramo de proteina.
AQA. aminooxjacético.



TABLA 4

ACTIVIDAD ENZIMATICA DE GLUTAMATO SINTASA Y TRANSAMINASA DE

GLUTAMINA EN Rhizobium phaseoli.

A ACTIVIDAD ESPECIFICA
ENSAYOQ
GLUTAMATO SINTASA® TRANSAMINASA DE GLUTAMINAC
GLN + SUuCC 27.1 12.9
GLN 14.1 11.7

ALos extractos se obtuvieron de células crecidas en medio
minimo suplementado con glutamina mids succinate (GLN-SUCC)
Y glutamina (GLN) como fuente de nitrdgeno y carbono a las
14 hrs a 30 °C.

B Expresada en nanomoles de NADH oxidado por minuto por mi-

ligramo de proteina,

cExpresado en nanomoles de l-oxoglutaramato producide por
minuto por miligramo de preteina.
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TABLA 5

DEGRADACION DE LA GLUTAMINA POR DIFERENTES ACTIVIDADES ENZIMATICAS.
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