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Blue Dextran has been coupled covalently to Sepharose-4B to purify the enzymatic
complex NAD(P)H-nitrate reductase (EC I.6.6.2.) from the green alga Ankistrodesmus
braunii by affinity chromatography. The optimum conditions for the accomplishment
of the chromatographic process have been determined.

The adsorption of nitrate reductase on Blue Dextran Sepharose is optimum when
a phosphate buffer of low ionic strength and pH 6.5-7.0 is used. Once the enzyme has
been bound to Blue Dextran Sepharose, it can be specifically eluted by addition of
NADH and FAD to the washing buffer. However, none of the nucleotides added
separately is able to promote the elution of the enzyme from the column. The elution
can be also achieved, but not specifically, by increasing the ionic strength of the
buffer with KC1.

These results have made possible a procedure for the purification of A. braunii
nitrate reductase which led to electrophoretic homogeneity, with an overall yield of
70 % and a specific activity of 49 units/mg of protein.

El enzima NAD(P)H-nitrato reductasa
(EC 1.6.6.2.) del alga verde Ankistrodes-
mus braunii cataliza la reduction asimila-
toria de nitrato a nitrito con piridin-nu-
cleotidos reducidos, NADH*  o NADPH,
como donador de electrones. Se trata de
un complejo enzimatico de alto peso mo
lecular, 460.000 daltones (De la Rosa et
al., datos no publicados), que contiene
FAD, molibdeno (16) y citocromo b--7
(1, 4) como grupos prosteticos, y que po- 

* Corrcspondencia: Dr. J. M. Vega. Facul
tad de Biologia y C.S.l.C. Avda. de la Reina
Mercedes, s/n. Sevilla.

see dos mitades funcionales cuyas activi-
dades pueden ensayarse independiente-
mente: la primera, NAD(P)H-citocromo
c reductasa, y la segunda, MVH-nitrato

Abreviaturas:
DTE (ditioeritritol), 2,3-dihidroxi-l,4-di-

tiolbutano.
EDTA Acido etilcn diamino tetraacetico.
FAD flavin adenin dinucleotido.
MVH metil viologeno reducido.
NADH nicotinamida adenin dinucleotido

reducido.
NADPH nicotinamida adenin dinucleotido

fosfato reducido.
NAD(P)H NADH o NADPH.
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reductasa. La reduction de nitrato con
NAD(P)H requiere el funcionamiento de
las dos mitades del complejo, actuando
secuencialmente en el orden indicado.

Aunque la nitrato reductasa de A. brau
nii habia sido purificada anteriormente
por un metodo basado en tecnicas con-
vencionales (1), la baja actividad especi-
fica conseguida, 0,6 unidades/mg de pro-
teina, con un factor de purification de
solo 30 veces y una recuperation del 30 %
respecto al extracto crudo, indujo a in-
tentar otros metodos mas efectivos de
purification. Por otra parte, el exito con-
seguido al aplicar la cromatografia de afi-
nidad en Sefarosa-Azul Dextrano a la pu
rification de nitrato reductasa de otros
origenes (2, 5, 10, 13), incito a usar esta
misma tecnica como etapa basica para
la purification del enzima de A. braunii.

En el presente trabajo se describen en
detalle las condiciones optimas para puri-
ficar por cromatografia de afinidad la ni
trato reductasa de A. braunii, asi como
las principales caracteristicas del compor-
tamiento del enzima durante el proceso
cromatografico.

Material y metodos

El alga verde Ankistrodesmus braunii,
estirpe 202-7c procedente de la coleccion
de cultivos de la Universidad de Gottin
gen, se cultivo a 25° C en la luz, utili-
zando NO3K 8 mM como fuente de ni-
trogeno, segun se ha descrito previamente
(6). Los cultivos se burbujearon con una
corriente de CO, al 5 •% en aire. Despues
de 3 dias de crecimiento se recogieron las
celulas por centrifugation a baja veloci-
dad y se rompieron con perlas de vidrio
de 0,25-0,30 mm de diametro en un ho-
mogenizador Buhler (15). El material roto
se extra jo con el tampon estandar, 10 mM
de fosfato potasico, pH 7,0, conteniendo
DTE 0,15 mM. EDTA 0,10 mM y FAD
20 /zM, y se filtro a traves de 4 capas de
gasa para retener las perlas de vidrio. El
homogeneizado resultante se centrifugo a

27.000 X g durante 15 min, y al sobre-
nadante —extracto crudo libre de celu
las— se anadio, gota a gota y con agi
tation continua, una disolucion de sulfato
de estreptomicina (73 mg/ml, pH 7,0) en
la proporcion de 1 ml por cada 10 ml de
extracto. Despues de 10 min a 0° C, se
centrifugo la suspension a 20.000 X g du
rante 15 min, y se recogio el sobrenadante
como material de partida para llevar a
cabo la cromatografia de afinidad.

La actividad NAD(P)H-nitrato reduc
tasa se determino colorimetricamente mi-
diendo el nitrito formado por reduccion
del nitrato. La mezcla de reaction con-
tenia, en un volumen final de 1 ml:
100 /zmol de tampon Tris-CIH, pH 7,5;
10 /zmol de NO.,K; 0,3 /zmol de NAD(P)H;
y una cantidad adecuada de enzima. Des
pues de incubar a 30° C durante 5 min,
se determino el nitrito formado por la
reaction de diazotacion de Griess-Uosway,
segun la tecnica propuesta por Snell y
Snell (12). La actividad MVH-nitrato re
ductasa se determino de forma similar a
la anterior, excepto que en este caso se
uso como donador de electrones 0,15 /zmol
de metil viologeno reducido con 0.8 mg
de S,O,Na2. Una unidad de actividad se
define como la cantidad de enzima que
cataliza la formation de 1 /zmol de nitrito
por min. La proteina se determino por el
metodo de Lowry (9).

El procedimiento seguido para la pre
paration de la Sefarosa-Azul Dextrano
fue analogo al descrito por Cuatreca-
sas (3). 1 g de Sefarosa-4B activada con
BrCN se lavo con 200 ml de agua des-
tilada mediante filtration en vacio. La re-
sina lavada se suspendio inmediatamente
en 7 ml de tampon CO3H_/CO',3 0,4 M,
pH 10, conteniendo 100 mg de Azul Dex
trano. La suspension se agito lentamente
durante 18 h a 4° C para dar lugar a la
reaction de acoplamiento del ligando a
la matriz. A continuation se lavo varias
veces con KC1 1 M para eliminar el ex-
ceso de Azul Dextrano, asi como con una
solution de glicina para bloquear los gru- 
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pos activos de la matriz que no habian
acoplado el Azul Dextrano. Por ultimo, la
resina de Sefarosa-Azul Dextrano se em-
paqueto, segun los casos, en una columna
de 7,5 X 55 mm (con objeto de poner a
punto los metodos de adsorcion y elucion)
o en una columna de 17 X 65 mm (para
purificar mayores cantidades de enzima).

Resultados y discusion

La adsorcion de la nitrato reductasa de
A. braunii por la Sefarosa-Azul Dextrano
es optima a pH 6,5-7,0. A pH 7,5 apro-
ximadamente un 30 % de la actividad to
tal no se adsorbe, mientras que a pH 8,0
no se retiene nada de enzima en la co
lumna (fig. 1). De acuerdo con estos da
tes se eligio como optimo el pH de 7,0
para llevar a cabo el proceso cromato-
grafico.

En relation con la naturaleza del tam
pon a utilizar se escogio el fosfato como
mas adecuado por presentar un alto po-
der amortiguador en la zona proxima a
pH 7,0 y ventajas muy significativas res-
pecto a otros compuestos ensayados. Se
han comparado tampones de fosfato y de
Tris-CIH en condiciones semejantes de pH
y fuerza ionica, pudiendose comprobar
que la adsorcion de la nitrato reductasa
por la Sefarosa-Azul Dextrano es sensi-
blemente mejor en fosfato que en Tris-
CIH. Por otra parte, la interaction entre
el enzima y la Sefarosa-Azul Dextrano
disminuye notablemente cuando se aumen-
ta la fuerza ionica del tampon, de modo
que el enzima queda solo parcialmente
adsorbido en la columna cuando se utili-
zan tampones de fosfato de concentration
0,05 M o superior.

El FAD, cofactor fisiologico del enzima,
es un efectivo protector de la actividad
diaforasa del complejo enzimatico nitrato
reductasa de algas verdes (15). Por otro
lado, el DTE protege los grupos sulfhi-
drilos del enzima y el EDTA impide la
action desnaturalizante de metales. Por

Fig. 1. Efecto del pH sobre la adsorcion de
la nitrato reductasa por la Sefarosa-Azul Dex

trano.
Cuatro preparaciones de nitrato reductasa, ob-
tenidas segtin se describe en Materiales y m6-
todos y en tampon A (con FAD) del pH in-
dicado en la figura, se pasaron por una co
lumna de Sefarosa-Azul Dextrano; a continua-
ci6n se aplic6 una disoluci6n de KCl 1 M pre-
parada en el mismo tampon. Se recogieron
fracciones de 1,5 ml, y se expresd la actividad
de cada fraccidn en tanto por ciento, conside-
rando el 100 % de actividad la suma de las
actividades de todas las fracciones recolectadas

en cada caso.

tanto, al complementar el tampon con es
tos compuestos, se minimizan las perdidas
de actividad durante la adsorcion del en
zima por la Sefarosa-Azul Dextrano. En
conclusion, el tampon principalmente uti-
lizado fue fosfato potasico 10 mM, pH
7,0, conteniendo DTE 0,15 mM, EDTA
0,10 mM y FAD 20 /iM (tampon A). En
algunos experimentos se uso tambien el
mismo tampon pero sin FAD (tampon B).

Una vez adsorbida la nitrato reductasa
por la columna de Sefarosa-Azul Dextra
no, se procede al lavado con los tampo
nes A o B, utilizando un volumen aproxi-
madamente 10 veces superior al de ex

5
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elusion de la columna, con lo que se eli-
mina gran cantidad de proteinas no ad-
sorbidas por el Azul Dextrano. La nitrato
reductasa se eluye posteriormente aumen-
tando la fuerza ionica del tampon por
aplicacion de un gradiente lineal de KCI
de 0 a 2 M (fig. 2). No obstante, la de-
sestabilizacion de la union de la nitrato
reductasa a la Sefarosa-Azul Dextrano,
y por tanto la elucion del enzima, puede
conseguirse de una forma mas especifica
por la accion combinada de NADH, sus-
trato fisiologico del enzima, mas FAD,
uno de sus grupos prosteticos (fig. 3).
Conviene subrayar que la elucion del en
zima no tiene lugar si la disolucion de
NADH se prepara en tampon B (sin
FAD), segun indica la figura 3. Elio de-
muestra el interesante efecto cooperativo
que ejercen el NADH y el FAD sobre el
enzima, provocando la disociacion de la
nitrato reductasa del Azul Dextrano y su
consiguiente elucion. Es importante sena
tor aqui que, una vez eluida 1a nitrato
reductasa de 1a columna por 1a accion
combinada de NADH y FAD, 1a poste
rior aplicacion de KC1 1 M eluye el resto

Fig. 2. Perfil de elucion de proteina y activi-
dad nitrato reductasa adsorbida a una colum

na de Sefarosa-Azul Dextrano.
Una disoluci6n de nitrato reductasa, obtenida
segun se indica en Materiales y mStodos, se
paso por una columna de Sefarosa-Azul Dex
trano. La columna se lavd con el tamp6n A y,
donde indica la flecha, se aplic6 un gradiente
de KCI desde 0 hasta 2 M en el mismo tampdn.

Fig. 3. Perfil de elucion con NADH mas FAD
o con KCI de la nitrato reductasa adsorbida a

una columna de Sefarosa-Azul Dextrano.
Dos disoluciones de nitrato reductasa, obteni-
das segun se describe en Materiales y mdtodos,
una en tampon A (con FAD, •--------•) y
otra en tampdn B (sin FAD, •------ •), se
aplicaron a una columna de Sefarosa-Azul Dex
trano. La columna se lavo con el tampdn co-
rrespondiente en cada caso y donde se indica
se suplementd con NADH 0,5 mM o con

KCI 1 M.

del enzima retenido en 1a columna (fig. 3),
si bien con una actividad especifica mu-
cho mas baja debido a que 1a cantidad de
proteina que fluye en este caso es mayor
que cuando se utilizan los nucledtidos
como eluyentes. Es pues evidente que 1a
elucion con nucledtidos es practicamente
especifica para 1a nitrato reductasa, per-
mitiendo obtener preparaciones altamente
purificadas del enzima, mientras que 1a
elucion con fuerza ionica promueve ade-
mas 1a salida de otras proteinas contami-
nantes.

Aunque se ha purificado la nitrato re
ductasa de varios organismos usando 1a
cromatografia de afinidad en Sefarosa-
Azul Dextrano (2, 5, 10, 13), hay algunas
interesantes diferencias en el comporta-
miento de estos enzimas durante el desa-
rrollo del proceso cromatogrdfico. Asi, el
enzima de Chlorella vulgaris (13) queda
retenido en la Sefarosa-Azul Dextrano in-
cluso cuando se lava 1a columna con
0,4 M de tampon fosfato, pero se eluye 
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con concentraciones /<M de NADH. Por
el contrario, en prcscncia de fosfato 0,4 M
solo el 30-40 % de la nitrato reductasa
de espinaca queda adsorbida (10) y, aun-
que la aplicacion posterior de un gradiente
de NADH es inefectiva, se consigue la elu
cion con un gradiente lineal de KC1 de
0 a 3 M (10). La nitrato reductasa de
A. braunii es muy susceptible a la elucion
por tampon de alta fuerza ionica, quedan-
do solo parcialmente retenida cuando el
tampon de fosfato es 0,05 M. Por otra
parte, la elucion especifica con NADH
del enzima de A. braunii requiere la pre-
sencia de FAD en el tampon de elucion
(fig. 3). En consecuencia, parece plausi
ble pensar que la nitrato reductasa de es
pinaca se eluiria tambien con NADH si
el tampon se suplementase con FAD.

Una vez establecidas las condiciones
optimas para llevar a cabo la cromato-
grafia de afinidad de la nitrato reductasa
de A. braunii en Sefarosa-Azul Dextrano,
fue posible poner a punto un metodo para
la purification de dicho enzima. El pro-
ceso incluye como etapas principales (4):
tratamiento con sulfato de estreptomicina
y cromatografia de afinidad en Sefarosa-
Azul Dextrano, efectuandose la elucion
especifica del enzima con un gradiente de
NADH de 0 a 1 mM en tampon A. El
metodo de purification permite conseguir
preparaciones altamente purificadas del
enzima, con una actividad especifica de
49 unidades/mg de proteina, un factor de
purification de 1.200 veces y una recupe
ration global del 70 %. Obviamente, es-
tos resultados son notablemente superio-
res a los hasta ahora descritos para este
enzima, a saber 0,6 unidades/mg, con una
recuperation del 30 % y una purification
de 30 veces (1).

La nitrato reductasa purificada resultd
ser homogenea, ya que en electroforesis
analitica en gel de poliacrilamida se ob
serve una sola banda de proteina que pre-
sentaba reaction positiva para la tincion
en el gel de la actividad MVH-nitrato re

ductasa (De la Rosa et al., datos no pu-
blicados).

La cromatografia de afinidad en Sefa
rosa-Azul Dextrano ha sido utilizada pre-
viamente para la purification de varias ni
trato reductasas (2, 5, 10, 13) y de otros
enzimas, tales como fosfofructoquinasa
(7), lactato deshidrogenasa (11), malato
deshidrogenasa (8), etc. Thompson et al.
(14) han propuesto que el grupo cromo-
foro del Azul Dextrano es especifico para
un determinado tipo de estructura llama-
da «pliegue dinucleotidico». Despuds de
examinar la interaction con el Azul Dex
trano de una gran cantidad de proteinas
conocidas por poseer el pliegue dinucleo-
tidico, asi como de otras que no lo po-
seen, concluyeron que la cromatografia
de afinidad en Sefarosa-Azul Dextrano
puede utilizarse para identificar facilmen-
te a aquellas proteinas que poseen dicho
pliegue (14). Por tanto, los resultados pre-
sentados en este trabajo indican claramen-
te que la NAD(P)H-nitrato reductasa de
A. braunii tambien posee el pliegue dinu-
cleotidico, el cual probablemente corres-
ponde al sitio activo del enzima para la
union del NAD(P)H, su sustrato fisiolo-
gico.
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Resumen

El azul dextrano, covalentemente acoplado a
la Sefarosa-4B, se ha empleado para purificar
el complejo enzimatico NAD(P)H-nitrato re
ductasa (EC 1.6.6.2.) del alga verde Ankistro-
desnuis braunii por cromatografia de afinidad.
Se han determinado las condiciones mils favo-
rables para la realizacidn del proceso cromato-
grafico.

La adsorcion de la nitrato reductasa por la 
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sefarosa-azul dextrano es 6ptima cuando se uti-
liza un tampon de fosfato de baja fuerza i6nica
y de pH 6,5-7,0. Una vez adsorbido el enzima
por la sefarosa-azul dextrano, la elucion tiene
lugar especificamente por la adicion de NADH
y FAD al tampon de lavado; no obstante, nin-
guno de los dos nucleotidos por separado es
capaz de promover la desadsorcidn del enzima.
Por otra parte, la eluci6n puede tambten con-
seguirse, aunque no especificamente, aumen-
tando la fuerza idnica del tampon con KC1.

Estos resultados han supuesto la base de
partida para purificar hasta homogeneidad elec-
trofonStica la nitrato reductasa de A. braunii,
con una recuperaci6n final del 70 % y una
actividad especifica de 49 unidades/mg de pro-
tcina.
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