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Specific activity of glutamate dehydrogenase (GD) and glutamate synthase (GtS) has
been determined in the wild strain C3 and on a non excreting pro- mutant strain.
Methionine sulfone shows inhibitory effects on their growth. The addition of a-keto-
glutarate to the medium prevents the inhibitory effect and increases the GtS specific
activity in both strains The physiological effect of methionine sulfone and its sup-
presion by a-ketoglutarate is discussed.

Se ha puesto de manifiesto que en pro-
cariotas existen al menos dos vias meta-
bolicas relacionadas con la sintesis de glu-
tamato, cuando el crecimiento tiene lugar
asimilando amonio exclusivamente (5). La
primera (a) tiene lugar a traves de la glu-
tamato deshidrogenasa (GD). La segunda
via metabolica (Z>) implica la glutamina
sintetasa (GnS) y la glutamato sinta-
sa (GtS).
a) a-cetoglutarato + NH3 + H+ +

GD
+ NADPH----- >• glutamato +

+ NADP + H2O
(joS

b) glutamato + ATP + NH3
—> glutamina + ADP + Pi + H..O

glutamina + a-cetoglutarato + NADPH +
GtS

+ H+----- ->2 glutamato T NADP

Citrobacter intermedius C3 es una bac­
teria caracterizada por excretar glutama­
to al medio, cuando un factor epis6mico
(factor S) adopta el estado integrado (6).
Esta particular conexion entre el fen6me-
no genetic© y fisioldgico sugiere la posible
implicacion de los mecanismos de sinte­
sis de glutamato antes expuesto. Esta po-
sibilidad adquiere especial signification
debido a que estas propiedadcs se expre-
san cuando Citrobacter intermedius C3
se desarrolla en medio minimo con glu-
cosa como unica fuente de carbono y
energia y amonio como exclusiva fuente
de nitrogen©.

La GnS y GtS son inhibidas irrevcrsi-
blemente por la metionin sulfona (MSF)
(1). Consecuentemente la inhibition espe-
citica de M por un analog© estructural
puede constituir un buen camino para va- 
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lorar el papel de a) y b) en estas condi-
ciones de desarrollo.

En este trabajo se determinan las acti-
vidades GD y GtS, poniendose de mani-
fiesto el efecto de la MSF sobre el creci-
miento de Citrobacter intermedins C3. Se
muestran resultados que indican la posi-
bilidad de que ambas vias sean activas.
Sin embargo, la inhibition del crecimien-
to con MSF y la supresion de su efecto
con a-cetoglutarato, sugieren una mayor
efectividad in vivo del sistema b).

Material y metodos

Cepas. Citrobacter intermedins C3 se
ha descrito previamente (2). La cepa
S"3MA2 es una mutante pro- de la cepa
salvaje Citrobacter intermedins C3 libre
del factor S (3).

Medios. Las cepas se desarrollan so­
bre el medio Ml liquido, cuya composi­
tion en g/1 es: glucosa, 20; NH4C1, 7;
KH2PO„ 1; MgSO4, 0,5; pH final, 7,2.
En el medio Mia; la glucosa es sustitui-
da por una mezcla de 6sta, 16 g/1, y de
a-cetoglutarato, 3 g/1.

Las curvas de crecimiento se obtienen
por desarrollo en tubos de 25 X 150 mm
con 15 ml de medio liquido. La incuba­
tion se efectua en un bano a 30° C con
agitation (125 oscilaciones/min y 4 cm
de recorrido). Las determinaciones del cre­
cimiento se hacen por turbidez (500 nm)
introduciendo el tubo de ensayo en un
Coleman-Junior II (Modelo 6/20). Los
inoculos (0.5 ml) se obtienen sobre Ml
(30° C, 24 h).

Determinaciones de la actividad enzi-
mdtica. Las cepas se han dcsarrollado
sobre Ml solido en frascos-Roux de 1.500
mililitros de canacidad por incubation a
30° C durante 20 h. Las celulas se rcco-
ecn por lavado con tampon Tris-HCl
200 mM pH 8 y se centrifugan a 7.500
X g, 4° C, 10 min. El scdimento se sus-
pende en 4 ml del mismo tampon y se
anadc 0.5 g de pcrlas de cuarzo de 0,10-

0,11 mm de diametro (Braun). La mezcla
se somete a oscilacion en un micro-des-
membrador (Braun) durante 25 min 4° C
5 X 101 ciclos/s. El homogenado se cen-
trifuga durante 15 min 4° C 17.000 X g.
El sobrenadante se utiliza sin purification
posterior.

La determination de la actividad GD
se efectua por medicion de la velocidad
de oxidation del NADPH a traves de los
cambios de absorcion a 340 nm en un
espectofotometro Uvispek MK9 (Hilger-
Watts) con cubetas de 1 cm de lado que
contengan: tampon Tris-HCl 100 mM,
pH 8; a-cetoglutarato (Sigma) 2,5 mM;
NH(C1 (Merck) 100 mM; NADPH (Sig­
ma) 0,1 mM; 0,4 ml del extracto enzima-
tico y agua destilada hasta 3 ml.

Para determinar la actividad GtS se
emplea la diferencia entre el NADPH oxi­
dado en presencia y ausencia de L-gluta-
mina (Merck) 2,5 mM en un mezcla de
ensayo con identicas caracteristicas que
las empleadas en la determination de GD
y suprimiendo el NH4C1 (5).

La unidad enzim&tica (U.E.) se define
como los /zmoles de sustrato transforma-
dos por minuto. La actividad especifica
(A.E.) se expresa en U.E. por mg de pro-
teina determinada por el metodo de Lo­
wry et al. (4) a partir de una curva pa­
tron obtenida con albumina sdrica bovina
(Sigma). Se utiliza MSF (Sigma) como in-
hibidor especifico de la reaction (b).

Resultados

En las dos cepas estudiadas se ponen
de manifiesto unos niveles de GD simila-
res (tabla I). La cepa S“3MA2 no excreta
glutamato (3). Por este motivo, no parece
existir una regulation de la excreci6n a
travSs de la GD como es caracteristico de
otras cepas productoras de glutamato (8).
Por otro lado, la uniformidad en la acti­
vidad especifica de la GtS hace poco pro­
bables una regulation del fenomcno de la
excretion a traves de la via GnS-GtS. La
adicion al medio de a-cetoglutarato esta- 
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blece la excretion de glutamato en las po-
blaciones no excretoras (6). Cuando se
determina la actividad especifica de GD y

Tabla I. Actividad especifica GD y GtS en
Citrobacter intermedius C3 y S~ pro~ 3MA2.
Los valores expresados representan el valor

medio de seis experiencias independientes.
Ml Mia

GD GtS GD GtS

c3 0,237 0,048 0,247 0,080
3MA2 0.230 0,048 0,262 0,082

GtS en las cepas que han crecido sobre
Mia, no se pone de manifiesto un aumen-
to en la actividad especifica de GD, mien-
tras que se incrementa la actividad espe­
cifica de la GtS. Consecuentemente, la
excretion de glutamato en la cepa salvaje
Citrobacter intermedius C3 y en la mu-
tante pro- S“3MA2, podria estar en rela­
tion con la via GnS-GtS, cuando el cre-
cimiento tuviese lugar sobre el medio Mia.

La adicion de MSF 10, 50 6 75 mM
al medio Ml provoca una inhibition del
crecimiento proporcional a la concentra­
tion del analogo (fig. 1), tanto en la cepa
salvaje como en la mutante pro- no se-
gregadora de glutamato. Sin embargo, el
efecto inhibidor de la MSF no se pone
de manifiesto cuando el desarrollo tiene
lugar en el medio Mia, siendo mayor el
desarrollo total y menor el tiempo de ge­
neration en Mia 4- MSF con respecto a
los mismos parametros obtenidos en Ml.
En todos los casos la adicion de gluta­
mato 75 mM al medio Ml, proporciona
un tiempo de generation menor y un de­
sarrollo total superior a los obtenidos en
Ml y Mia.

Discusion

Fig. 1. Crecimiento de Citrobacter Interme­
dius C3 (A) y S~ pro~ 3MA2 (B) en el medio
M1 (x); M1 sin NHtCI y con glutamato 75
mM M1<t + MSF 75 mM (&); M1 + MSF
10 mM (O); M1 + MSF 50 mM (O); M1 +

MSF 75 mM (•).

En Citrobacter intermedius C3 se de­
tectan niveles importantes de GD y GtS.
La inhibition del crecimiento por MSF
sugiere una inhibition de la sintesis de
glutamato via GnS-GtS. La supresion de
este efecto por adicion al medio de a-ceto-
glutarato da a entender que la GD exis-
tente no es funcional a pesar de ponerse
de manifiesto una actividad especifica no­
table. El crecimiento y la sintesis de glu­
tamato en la cepa C3 en Ml posiblemente
tiene lugar a traves de la via GnS-GtS, en
vez de la via GD, por carecer del sustrato
necesario. Por otro lado, deben conside-
rarse dos aspectos mas en la supresion
del efecto inhibidor de la MSF por el
a-cctoglutarato: la induction del sistema
desadenilante y represion del sistema ade-
nilante de la GnS y el aumento de la acti-
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vidad especifica de la GtS por adicion al
medio de a-cetoglutarato.

Resumen

Se pone de manifiesto actividad GD y GtS
en Citrobacter intermedins C3, asi como en la
mutante pro- 3MA2 no excretora de glutama-
to. El crecimiento de estas cepas en el medio
Ml puede inhibirse con metionin sulfona en
proporcion directa a las concentraciones usa-
das. El desarrollo sobre el medio Mia suprime
totalmente el efecto inhibidor de la metionin
sulfona, incrementa la actividad especifica de
la GtS y mantiene los niveles de GD. Se discu­
te el sentido fisiologico de la inhibition del cre­
cimiento debido a la metionin sulfona, asi como
el efecto supresor del a-cetoglutarato.
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