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SUMARY

Hembréné' cytochromes have o centrsl ro}E ' 16_ eng#gy
trénéﬁchjmn of'i3V}hg syztems. Eytwchromé.Dn;dasésniafa”_ueﬁ%r;iy
en;fmégfjététed at termine! step 1n'bacteriai reéplhé%bf? :y§L¢mu.
‘They catilize, likeihitochindwial cyfocrdmg §H1éa;éﬁ_thé elactron
_franSfer jﬁ6m”;é .eytochromic 'dmnmér to"Dﬁigéﬁ,{fTHéiﬁéffﬁchfbmg
.ﬁ&aa$ﬁ'éisiftéﬁ béﬁfﬁfié p:can$:%n;man?iééFmbiQN'mf;ﬁcqrgaﬂ1sm5{'
.5u£: as the mitocgnﬁpls}-én:yme,.iz:nﬁt wel]_uqﬁeﬁétdod;

In this work, the puritication of citochrome ceidese as_ Trom

éﬁéftlps.ce#eﬁsujzsceg:ribed; Thié'eniymﬁiféﬁ be purities ez  Two
ffdthQTUHE has-a.mmlgcﬁlér ugigﬁt p%.?L LDa and signale of heme 2
§, §9,Iand hemé'g, The iéé eh:xmm 1e. fully active and composed by
treé eubunitE.'I£s activity depands Wp G Tiilen 7-100 ano Gors Nos
upon phpﬁphqupids. It can accept electrons Ttom yvesst cyta:hv&mé
?Q,-_§q£  nat from 'tné_ mamalian  one.  On the other heand the
ectivity of thé complex S8 depencs upon the prazence of Tritsn
Y=1<nr top, but its ectivity canmnot be stamulated by any  exohenus
.cytprhwmmﬁ ..

This ics the eé:&nd ﬁyﬁo:hrams =X Ti"om a Dasterium Trom csmus

Bactllus that hes besn puritied.




'RESUMEN

Los crtocromos unidos o membrama Lienen un __.p.-‘.o[:'t.'_-}'.' ccehtral o en
ia transductiaﬁ G énwrgia de los ai&témas _vjy;éntég. .'Las
titncfbmn.ﬁxidaéaa :ﬁn P 1o general, entimas logcalizadas  &n  1&
.Eﬁtﬂééﬂ fevm1ﬁal ce laow siohemszs Paapiratuvfns"pa:fsr}énms. Fete

Jenztimaz catalizan, sy come en la mitosondris,  la  tranztersncis

de electrones desde un donador, gensralmene un oitocroms, hasta
oxigeno. Larc e toe o mwlda:ae‘gga Boaclterianas ze shcouehhtran e
la mavoria de lo= microorganisans &Erobicos pero, COnNG Y& ensims

mitocoadirial, no son bien entendides.
Ern este frabale se gescribe la purzf:cacjon de ie CLitooromd

cnridass de Bacillus cereus, FEzta entima LUl Tioo &6 CioE

Totrmas,

de elias con un peso moleculisr de Y1 klhe v ven sehfizlces

de hemo WOB ., Le -otra can peso molecular de alrededor ue 50 Lo

[
‘e

v seflales d=s hemow a, &g v g, La encaims SE, €F gctive » Comoueshs
# Tres subunidades. S activided depende de 1a adinlen e Tiriter
Z=1c¢iyy, ns mipnde azi petres foztolwpidos. Eszte oncima puede SoE T

electroner del cirocremo £ ode levaouwra, pero no ooel it 2 Ao

mamiferc. For oiro ladw Qs activigas gl compieio SO tami e
‘depende de le adicien o TrlLon‘ L E T pers = schiviaad =il
ectimula con nInLum CITOCEomD £ SHOREO.

Eete co el FEQUINCS ©1RDLDeOms GEg BE OO Lacztor 1o dat DETiEr D

Bacitllus e v mic REr3d Tio80%.
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INTRODUCCION

Los c:tncrﬁmos Jucnon un papel Tundementsl ern la tranédu:cidm
de Energis, fentc =M OrLanismos eumar:mntegttomﬁ en procarjmﬁt&&
““J- En genersi..Jas Ccadenags rmsplrafcriaﬂ de l&s bact riaz  Son
mar ‘complicadar v Givercas gue & Jos-mﬁgahazmgz eurerrones (AL .
L;;L viidasas Daohterianss Tontman. un o oitdp o - e prircrsin e
extrructuralmonte djve}s%s ﬁue ocubéh Qh iuééﬁﬁ fﬁmﬁahenfa] cie ]
 metabolizmo encraetlicn sxerobico. E;tc. tipo d% protTeinags, iy
-Géeﬁcia]menta_ﬁnzzmas gue fP;HEfIEPGH electirones oiendoe  m1enbrocs

twthNal=: gz la- cadenas respiratoriss, donapde Sus eplechiropss o

urn sneptor de alto potencisl, = o lger.o. Entire DLr&L
‘caracteristiczc com C—‘P':IZ.J.WIJ\‘E asocisdas & mambrona woOED alguras 5
2118 =u péh&] 3 T I tF&NSQUccion e energls =34 abl1da & sy
capacfdad - e pombien de _Drotoneg. = genEral, Rty [ i N R

estrecturalmente cxwmpleor, comparsdacs con le ensIma ml toconorial
pues'éstan cmnatitujdas.mé S o D osubunidade:s.

Se ha gdescirite una wvariegads tle cirbocrome onidageas €
h;&teriag (27), La oridass terminsl bactelriens cue man == Zities et
';cﬂn la:ﬁniﬂzaa de Butariontes sz la zitocroms £0ooiricaze t{bﬁ’ S

Eeta enzima. s ha puritioca do W oaaragterizArdo o diterentse TusnTon

bacterianas (rermetiloo, Jotetrotoo., TECLl TS L oE y R R ] oI A
extirictory, Une cesractesriziice pesnsrsl oe Pl VR T T OaeE e E E
EOMOEEaTiGr ROl ImePRtitIcs il e, I RN el e T SE s & e emzies oy
mitooconsria. mronteat e T SRR AT Nl N Al Funtianslers B
ecpertrsies o muy sifzlarso, il - &l RIS ol S TR e Tt




1dentifi:adc3como~un. cifncfomc 'g que enlézé. mananjda.'_es' la
oxidacsa term;nal m&; ampllamente d1qtr1bu1da eﬁtre lani:baﬁéeriaz;
A dlfetencza dE izre o: idasas.tipb ggg.. as prop1edade=. funﬁionalés'
Yy Espectﬂa}es_del.cit Q ﬁﬁastraﬁ  d11erenc}a5 - 11f1cat1vas con
PDSPECt@g_a_Elﬁ Dﬁidéés mitcécndrIai.. 'Las'.'pfbbiedadés _.de.
tﬁaﬁsd#;:%éntdeleﬁergia.de 155 Dxidégﬂs bacter1anar oy aaé se han

estudiaﬁa'- ten:ﬂmpntc. Ambaz Conidezan cfectusn  bLranslocscien

.vectavla] de clertrnne= canstruyendo: un§='fuéﬁ§é proton-motriz,
hab111dad que =1=3 hu-repnrtedo para alounas’ ﬁidasas ciel tipo ST
mlentras=que para 5510 daq del tipa o (15,26;30,31, T2y T4 oy 38,
: L 5 DHldE as bactevianas‘fieﬁen.ﬁa:écféﬁgticaa raiacimnadaﬁ
_#;6*-i a. adaptabllldmd y ia' d:vefsid%d metabelicea de lo=
.micraorganismms. En primeﬁ lugatr swu sintesis (o su detectaprilidad)
egta--sujeta‘ a 'Qna regulaciﬁj dramatica en  respuests & las
'éoh&f&innes.-ambieﬁtélea prevalecientes. Algunass Diidasas SO

multifuncionales puesto que etisten ernsimas pueden vzar otros

aceptores adémas o en lugar del puaigeno, © la posibiiidad de que
"al algunas oiidasas actuen como proteinas que almacemarn slgeno,

Finalmente, atn maz, es raro gue una bacteria posea un sictems
respiratoric no ramificado terminado por vuna sola oridarca.

Los tipozs de ouidasas bacteriarmas gue se han descorito o0 1oz

citocromos aa s O, d &, b ggl. Los trras primercc, s han
coractericedgo come osidasas En una & cantldsc o bhocterias, il

citoeromn a8 enciorra gudss en ow papsl come chigoza, mLonitUvaz Qug
-1
el 1 tocroms .kc:l =% lg ha atribuvido maz Lhien €l rapel como nitrice

redictass qQue comd onildasa.



El citocromo d, que as paﬁtitularmante_;C6MQﬁ~ien”-bacterias

heterotréficaa nﬁam*'nemativas,f'funclanab : Cterminal

'Il?y.'1n1c1almente s CDﬁnldEPD El 51tncroma A, aéa, ein

_embavan Este c:tocvomo es e1 MEROSs entend1do. R@clﬂntemente se  ha

cuestlnnadm tantn si pape! .fisiolﬁgicbﬂ Cbma~ ' caPa:tePi:aci¢n

comc c:tmcram .

Se1 han descritao  los cistemas reapzr furluf de slgunar

vaecxsﬂ da] Qeanu Bucmllus (B. szti : (40), B.cereus (5,4 .

enthEumtraS)g Er Bacillus subttlts se)ha dete;tadn la precencia de
onidasas dg] tlpo mgs = (w9 40) dé la;'tunle“ selo =1 ol qa, =
hafgemostradm sut capacidad ccmn bmmba de proton&r (I,

'Uhéréngeiénté heyisiéﬁ de”estqsrngidasas fue reportasds por
.Poﬁie .En 1985 (2?).. en dcndé ﬁuéﬁe encentirarse UFi & Qrran
informacian de.estae_enzimaf. Esta tesis =2 centrarsa sobre l=
-citocfoma ﬁnldasa tipo 84 -

En Bacillus cereus se ha degcrlito la presencia de  las

onxidasas g,y QY d cuys exnpresien varis con la tencien de ouigEno
y la fuente de carbono (7). El e=sguems reportade pare el

istems respitstorio de B. cereus es sl scipuiente:

' : FE [ —_— o

NQDH . _ ) N //'549 a 2

P 5 7 o ib__ > 0

o e 555 o2 -

. \\

SUCTCIMNATO FFPs o Dz
LComo =&  pusde notar. &1 cietems @mrt&  cohnbiluide @ e
deshi:drogenasas, aule racriben 1oz slectrones o tag  CcoOEnZifGs &
sustratos reducidos del ciclo de los ezidos tricerborilicos, v g

1)



urn sector de citqcbnmns;

deshidrogenasas’ pmr
Pamlflcac1¢n de la cadpna se
dqnde;los electrcnes pueden

hétia ei o tgena. Una es pnr

espééfrdfﬁtoméfr1cuq yian 1as

[= 1nh1b:c:¢n .con c1anuro }

mnmbranales de la bactevla.

~mediag

Este altimo,. estaff:Qninfwﬁﬁfi'
de  Ta gheﬁaquinﬁha‘
piqhtééif

monﬁ'lda=«

:Eih*embargq;

citocromo

datos

c1nét'cas de. reaccisn. con el Higeno

‘de’ " carbono, .en Tracciones

stirgie la necesidad de

puvxflcarflas onrdasas- ﬁe Ceste  microarganismo pars  corroborar

dithmslreéultadbsﬂ

tructural y fun:1mnnl de .estac

En el pvesente traba1o
;puffficé;iaﬁ de la citocramo
fue qisla;;_en ﬁa§
kba;cﬁnstifuida por =
vy 1% IDa,

traccien, do. pozo moleculsr

peszos  molecularss

presentando, ademas de  la

citocrome o.

cinéticds,

fracoiounes.
Y gque da sefiales especirales
Earecidaz

Fosiolements gi1cho crtosromo o S

y . para hacer 1z coracterizacien

ENIIMas.

[
'

aiclamiocnto

"

ss  desci~riben ol P

oridase de B. cereus., tcta wenzina

(Rt

La primere como ung protedrs de 7l

pniipéptidos con pesos mGlecularaes de T4, 05
de hemtos & v Gy L& ot

e Yo LDe, Con trec cupunldanes g

& las W= o primere Tredo e,

sefinl de hemos &Y &g safind de

enoutentea enla-ads

= le =ncima, PUES @ Sabe gue el cltocromd 2 en lo mavyorie de 1o
sigtemas tireng 21ta afTinidad por i ovidanas. Inclusave iz hien
obtenido preparaciones de citoocromos membransles en  donde  ©l



citocromo c se encuentﬁa.gn las misma;'fﬁatcioﬁés'que_el_ :it aa
(35 . -

La bxidasa:ggs es capas dé D#idaf:éi Tﬂﬁn’;_éi citocroms ¢ de
levadurs presehtahdo.debepqéncia de dé{érgéntes (Trgtoﬁ' K3y .

For otro lado el complejo.caa, tiene una actividad mayor en

la
onidacien del THPD no vierndose estimulacien por citocromo . l.az

dos Dnldaaas presantan gn  cqmpaffémiantc srniemalo  en 1iltracien
molecular Qandqrﬁn.939§ m§]§Fg]gP de 165 v 195 LDa para Ang ¥ Can,
Eespe:tivaﬁenie, bbqbégiemeﬁté pop_lé tuerte unién de moléculas de
Triten X=100 & las ﬁPOﬁEMaE; aun despuds de  haber sido lavadsas
las En:imé;.

FEete e el segundo reporte de la purificaciesn ce ls CM1CaEs

ﬂés de una espetie del genero Bactililus.



ANTECEDENTES

Citacromo Dxidasa_ggg-de bacteias.

Comp ya se-hehcinha, 1a qxidasa.baéter;éna de1 §ibn_§g3 es la
que mas semejanca tisne con 1a en:ima.mitn:oﬁaﬁiéi, 6ﬁnque no es
la onidésé_cnn ma}oﬂ.ﬁ&uvﬂentia.eﬁfwéulaé,bactéhiéé;-es Ié due maz
atencion ha Pecibiﬁmg prébaplemehté pérxgu E§mé3an;a a la ernzima
mitacnndrial;.éid?fégenﬁié aeiegfa_ﬁléjma;? ié.jénﬁima -hacterians
tiene'uﬁa;éstchtUPa‘mAB:Eiﬁblé; 2J6 ﬁxgubuniaédéé;.camparada con
lag 7, m.masisubuﬁidades'de Ia m{tdcéndriai..Pcr &=l écntraria SRR

caﬂactﬁriﬁticas ecpectroscdgicas ¥ Tuncionales son muy simllares,

Egto ms, poseen las sefales espectroscopictas de los hemos & ¥ %g

y oxidan a un citocromo ¢ reduciendo el Uz a agua. En la mayoria
de los ceasos estudiados las onidasas bacterianas poseen capacidad
de bombes vectorial de protones, come la ensima miteocondrial.

El1 primer microorganismo del cual fuergn enaminsoos =0

;itocromnﬁ fue B subtilis (II7) revelando une banda de abrcorbancie
a 60Z rnm indicetiva de citocromo g Eota Oridass £ presenta =1}
une gran variedad de bacterias. coenristiendo {ern la  mayoitis ce
ellas) con el citocromno <. Si1n embargo, la onidass 220 == ha
purifticade 3y caracterizado = partir de seélo algunss eSpeECc1es

bacterianas.

A diferencia e que £] donador ratural de slectrones de la

c:rtocromo osigasa miticondrial ez el citocromo o, loe ci1tocromecs
SE Eoctoriancs, gue son  eronpafados Trecusntemnaents Bor ctras

onldasas,. &) punto de ramificacidsn puede ser un Crtooroms o O (Rl ¥a



c (por ejemplm'en Baéfllus megacerium, Ibl.':j-‘.b

En latenzima mitmcnndrial, b en lcs szstemas'dbacter1anms en’

los gue se. ha estud1adm en dctalle -lo= dos hsmns a se fencuentrah

.iél hémn Ay
R ; a

en ambientes Padicalmente_diferentes._UnD de ellos

reaccions en 21, estadm fEFPDSD can D CO y atrns llgandas, gue se

uner en la smnta pﬂslcléﬂ avial, y' énﬁfél” ectadc férrico con
cianuro. En la mlta:nrdwzm, dos atomms de cobre son Ldistingtiibles

porr sus pﬂapxedades' optlcas ;yﬁ maqnét:cag._ Algunce . de los

primeros ﬂepnrtee sobre CltGCPDmDS ta é‘ bacterianns carentes de

hemo ga o cobre ho SE_han cmrPUhaﬂadQ en los reportes recientes de

estudias'cmh ia En:ima_burificadaQ

Las pr1nc1pales:_caratteristicas L espectroscepicas  de ios
citaqrqmos‘aas, son =us banda de absorcien en el vizible de Ia

forma fedQEida'aejla enzima a 600-50% y 440-445 pm. En la encims
mitocondrial, 1a banda'd_és debida pirincipalmentes 21 citoocramno
g,_miéntras qué los ci&ccromoz ay &, contribuyen igualmente & 1a
banda de l=x raginn de Soret (27). Las propledades entican del
. citocromo as, en Thiobacillus (132, Nitrobacter [ N R
especies de Rhodopseudomonas (11} y diwersos termeiilos EoN
zimilarez & lo= de Parccoccus denittrificans v de mitosordi-ic (270 .
Sin embargo, 153 @nz2imac de 1& bacteria termetila FeE oy Thermus

thermophitlus copurifican con un caitocromb 2 coh wna absorbancia
masifma & S50 nm en 21 estado reducido (2, 000
La farma ouidads de la envims de NMNitrobacter agilis y P

dentiriflaans muestran una debil W spcha  banda & Za Ty

presumitl emente sefisl iz cobre. En Cultivos bLacterisnoz =2

14



condiciones limitantes de cobre, el contenido de onidasa y la bajs

actividad de esta revelan la _ importancia  del “meta1 'Eht-1é

enzima (27).

La Eépe;trugdoﬁﬁren.EFE_deflaf b#iﬁééa}fmitdﬁbndriaij“eﬁ_‘él
estade oxidado, revela 'sslamente el hema  a.  El° hemo " a, &S
indetectable y se. ‘cree ~ que  8s " porque | est4 - acoplado

antiferromagnéticamente a su atomo 'de cobre-. asociado (Cun ©

[+3
-

Cu, ). FResultados analogos se han reportado para varias citocromo
Midamas bacterianas (27,24).

En la tabla T se pres=entan las caracteristicac ciel o=

odidasas que se han puriticado, a partir tanto de organlismpsz  giram

nepstivos comoe Paracoccus denitrificans (I0), Thiobacillus novelus

(24, Thermus thermophilus (34, Rhodopcosudomonas sphearoides

(11)y Nitrobacter agilis (24,10} v FPseudomonas &Mi (213, o g&
organismos gram positivos Como LR ibe-teria teirmatilea,

posiblomente Bacillus stearothermophilus, 27 ), Bacillus subtilis
(35, 7% vy Microccocus luteus {I).

La actividad de las onridasas A bacterianas  puridiicadas =
ha medido en una giran  diversidad de condiciones. Mo obhztante,
dicha actividad e¢ baja comparade can la ensims nitocondrical (I4).
5i las tres subunidades mavores de 1o easime mitcoonZricl Son o
importantes en €l mecanismo catalitico, posiblemente ] prEote g

las subunideadres sesn regulatarias y confieramn una mayor sctivaidad,

compareativanente o le ez ima mitboCondrial Con rETHECtD & isy
bacterlianaz, que & 1o =sumo posesn tres subunidade:z. e
respecto, las ersmas bagterisnas puriiicadoec, en  gEnorasl [



TABLA 1. Caracteristicas mas importantes. bde. las oxidasas

bacterianas del ti1po aa_ que se han reportado, comparadas con 1a
enzima mitocondrial de “coraze de bovino. ' '

FROFIEDAD
No.sub.1 o e o S .
(esten) Hemos % Act cit ¢* . Bomgeo  Inh./DCCD®.
L e 2 _ I ' M :
BACTERL1A: =
P, denitri- 1l1:1 aa T . Euca . . _.+; ) +
fteans, 45,28, 23 S PLdBOR
T. novelus 1:1 @a, v B3O Clkrusel  on.r.  onLr.
52,23 S Tinon |
Th. thermo- o, . e
philus ~a )
R caa Coan PMS+lev.S0% 5~ 40 7 +

CEucat20 %o

Eh. sphae- 111

- aa 20 Ne . T nar.
rotdes, 45,327,375 : R
-
vy aca =25 Ner. - Mot
N oagilis, a R . U
B.subti- i o ) .
lis aas 40 Levadura A Mate
’ Euca.S0%
Pseudomno—
nas Al aas - T - M.t
M. luteus 11z aas(?) M.t M. . - . .
4¥,71,1%
L
T aro. t:l: . . . aag 10010 - i +
25 a3

1.Eztequicmetrta reportada. 2.Pe=o molecular reletivo por electro—
forezic desnaturalicante. a.fictivicded relative con respecitc & la -
entima miiocondriasl, sa.dctividadees relstivas con 81 it © snoicado.
Donde no aparece pOrcEntTe 36 & encuentrs ls zctivided mavtima. Los
potrcentases andican 13 axcttivaded relativae o eates coOnliCiren. falkre
Cucea.=Ti1t = cursrretirn, P.od.=P.denitrtficans, C.=Candida, T.n.=
T. novelus, Th.th.=Th. thermoghtlus, FMisFernacins
Levadura, S, iohiibicien SO [ L
F. . 0 reportado.

METATUWL TV, gy e~
intibe: [ oo inkibe.

o



tienen mejor activided con algun sustrato especifico. Es. decir,
por ejemplo, el_citocbcma aa de- P. denitridicaﬁs; _mueatfa Luna
maxima’ act1v1dad cuanda se- Ensaya con . c;tocromn c dé’;cara an .de

bov:nn cumo donador de electrunes. 51n emhdrga, 51 EE ut311-a el

cxtacroma c pruvenlente de la mlsma‘bacteria, Ia act1v1dad es selo
de’un 40 Z de 1s act1v1dad con el anadDF mztocnndrlal .(11). For

ctro lada,:la n Jdasa de el bac:lu' Lcrm¢f1lnf".

presenta ia

manima - actzvzdad cun el c1tm:rnmn:§-defla= m1%ma -bactEPIAs o da

Thl.thermophilus. el 50 ﬁ cmnVcit égﬁéfiévadura:x;sélﬁ,un 10 % con

el citocroma c de mam;fLro'(ﬁjy

Beneralmnnte,";l ':.-'- c:'ld ..,as bacte.r‘z..:.\n-e.ls pu.r"lfll::c.d reqguieren
de la pvesenc1a de fasfnlﬂ:1dos o detergentes para =l actividad,
:esﬁa pﬂmbablemente. preserva en {maqor: §gtada. ia ﬁonfovmacion
catalttica de la enzima. | |

Desde la proposicien de la teor(a guimiooemetica de 11 tcheld,
se plantes la importencie de la citocromo oxidasa comop ziiio de
acoplamientg. Fosteriormente en estudios bassdos en el coeficiente
de crecimiento de las becterias concordaba con dicha implicacien

enerpetica  de la oxida

it

Faqe Lo=s ecstudios con ceelulas enteras

indicaban gue 1a adicion de cCilianuers & bs jac cCoOncCeEntiracione

L]

1

inhibw 1a actividad de ia

o
w
o
V)
n
m
il

3 e diominuyendoss=

proporoiochnalments la stntezis de AT

)]

in smbargo. la Wi T LOas s el
= =4
y treconstitucien del la encima fue reguerida pard mayonr evidencis

del papel de ézta como bombe de protones. Dichos Ectudlos s han

’1

LecusEriana

efectuado selo para oridsese de achic [Sh-of o =Ll =¥ : F.
denttrificans, Th. thermophillus, L5, Bh. sphaeroides, N. astlis,

B, mubtilis, Pseudomonas Ml » M. luteus, de lat cualez celo cinoo

17



“han .mostfadq- capacidad de:'bombéq  dg _prﬁ?ones, & =zaber, P.
dehitriiicgﬁs;.rh: théfmpéﬁf[ﬁs}'Psﬁ,tS;.'sﬁbtilis y M. luteus.
'Séhiafinfeﬁesante'ﬁétEﬁ hnfaﬂ.dé dué:ié_eHziﬁa§-de estos ultimos
miéfqongénishas ,fiehen 3 _éubUnidadés;

| Eﬁ_ié_en:ima ditqcondhiai las_t595 5ubuHidades mayores, estan
éddificédés por el DNQ'mitbcmndrial'—y-sbn ésfa% las subunidades
'ﬁgé poseen los gvupns phustétacos .y_?¢omb'.ya Se menciond,
'.bgsiﬁiemente én dﬁndEIPESida E;.Eifo catalitico. Fensandoe en L
'-aniéen ba:teriann de la ditmcbndria,_-de#de- hace tiempo se han
comparadu.estas céracter&ét;cas Enfﬁe las encimas bacterianas con
is mifn:dndrial; La bacteria'que'mas semejan-a =2 le ha atribuido
656 1§ hitncondria, es P, denitrificans. Eete bacteris sintetics
un'éistema respiratorio mﬁy senejante al mitocondrisal, cuando se
cu]ﬁiva en medio asrocbio. 8in embargo, la ciidsza  aa pLuriTicadas

a

"de esta bacteria se habis reportade como una encime O falo doz

4

subunidades, siendo estag éim;lares & las dos mayores df la énsime
mitocondrial (35S . Fosteriormente la encima bacrteriana fue
P&con%tituida en liposomas mostrandao, aparentemente, capeatidad ge
bombeo de protones (20). Mo obetante, la eficiencia en el bombeo
de la oridase s muy baja compatrads corm 1a mitocondliaei, de = Q.5

5 + - - . .
contrs & 1.5 H /e, respectivamente (Z4A). AUn maT, EXta  itelaTilen

‘ + .
se obtuvo tomando el valolrr mavimo cde bombeoc de H (medido

potenciomEtricanentar Y la canticdsd total ge selectrones

transferidos, puntos gue Ro corncidan en el tiempo (200, Lo cual
i : ;4 + - - = -

nos pooria indicar que 1a relaci1enr H re raesl ez mshiar a [ o

otro ladoc., el bombeo de protones oor 1a enzima mitocondriel (4]



sen51ble a DCCD (asi como 1a nﬁidasa aa de-B. subttilis, enzima de
tFEE subun:dadea). El DCCD se une a la subunzdad 1I1 de 1a enzima
‘mltnccndrlal,'a un resldun..de glu+am1co '(58). Inicialmente se
PEpDPta que la mr1dasa de P- denttrificans no es inhibida por DCED
en: su capac:dad" de bnmbea de pvotnnes (2?). Estoc penta en duda
'lé 1mp11cac16n de la subunldad III mltocundrlal en €l bombeo de

.pFGtDnES, aunque la un1¢n dEl DCCD a- este polipéptide no e=s prueba

contundente que ESE sea el 51t10 de 1nh1b1c1¢n. Fosteriormente, s

fencontvo e genﬁCDhresandlente”a 1a subunldad Il en el cromosoma

def P; ﬁdenLtrLchans My recientemente la enzima <on tres

subUﬁldades h ”pnd1do pur:f:carse, y la tercera subunidad une DCCD

xlD qué p ede hablar de su papel en la traslocacien de protones

Citoﬁﬁdhczggﬁ de Bactllus cereus.

Desde hace aproy;imadamente 15 amos se cabe que Bl cereus
posese uWna nMidasa tipo aa (21,9, posteriarmente se cortrobore la
presemncla de esta oxidasa coeristiendo coh cit &8 y o (5. £l
nivel! de sstac oridasas depende de la tensien de onxtgend  y del
nivel de represion catabelics por fuentes de carbono fermentables

(7Y, FParece ser gue la onidecsa © es constitutiva mientras gue d se

expresa en condiciones de baja concentracien de ouigeno o eon
fuentes de carbono de lemta utylaizaciesn (7. Con renpocto =3 1o
ouvidasa BE o sgta g regulads Tuevtoments pcr ls concenirasien de
ouigenco y por le  conceniraciden de  sustratod oo fermentsbles.

For una parrte ls eupresien €= maulims en wn medio con neirlgntes no



fermentables'(acidas'6FQAnitos, aminoAcidos no- fermentables), con

ﬁalta.aeﬁéatia1{:miehfha5*qQé;énfmeﬁidf'angerabicu termentable 1l=a
cantidad de Qgé‘dététtébié.éélmﬁﬁihé.f?).fﬁer_ﬁabla I1.

TABLA II. Concentracien de citocromos presentes en membranas de B.
cereus cultivadas en diferentes condiciones.

MEDIO . e

Asrebico - . .0, limitsde Anaerobico

chy cass*® 65 . & -NO, G 0y
. 2
Citocromo
b 0,12 0.2 €. 18 : 0.14 Gl 1T
- 0.05 a.15 0,02 Q. 0z €.07
e Q0,072 O Q.03 .01 . G2
o n.d. 0,01 O.01E (P g m.d.
(=] O, 044 o, 154 O, 0488 Q.08 .08
). Tomada de la referencia 7.
<z, lLa concentracien de cirtocromos esta dadsa como nmisel/Smg de
proteina membranal) caleculade de los espectiroz diforencialaes

(reducide con ditionita menos oridado con persulfato) o (reducido
caon datipnita + CO0 menos reducide con dationita) & temperatura
ambhientes,

. Medio G Sacarecsa + extracto de levadura.

(). Medio CARS: Hidrolirado de caseina.

. Nitrate. El medio Tue =zuplementado (+) ¢ no{-) con nitrato de
potasin.

n.d. No detectado.

Fara detalles de lz determinacien ver ret.

P

Ademas de las evidencas ecpectrales de estas oaxidssas, £
ti1enen detos cinéticps que afzden inTormac ien ol eetes
onldeases. o unas parte el evecto del frEmuro oobiec 1= il AR YT

de ciltocromos ovwildasas (welti1iicamco THPFD 4+ ascorbato como domadar

de electrone:s que cede a nivel de les ovicasas) cobiez  membramas

Ty



eislzadas de B. cereus, _muestra L a 5inhibitiaﬁ fuerte a bajas
canCPntraczonEE de c1anuro (harta qu uﬁ) y una c1erta resistencia
a concentﬁac:unes m&s altas del 1nh1b:dnr (dE.O.DE a 0.5 mhH) (7).

Se sahe que.'las cxidasas. t:po } aa 1snﬁ muy sensiblezs a la

inhibicien ccn c1anuro, entonces la parte mas r&p1damcnte tnhibida

1= Peflere a la contr1bucu1¢n de g_ en_la'ox1daci¢n del THFD, 1a

sctividad can menor sen51b111dad e catalizada, por lo tanto, por

la o 1dasa o (veP flg 1)._;_n,,apoyo a ecstps resultados se  §bia

dFtElmlnadD la :1nét1ca de satur czdn ﬁar osigeno cel sistema
respiratorio complpfo (uaando NADH como sustratos y la cinetice de
1hh1b1c1¢n pot- mmnﬁuldo de CnPbDHOI(QE). En la figura Z se muestra
la cinétiéa'dE'ﬂeacﬁlén ccn. exigeneo duwitante 13 oinidacien del

MADH. Como se puede oabservar aparece una cinédtica bifasica

revelando cuando mznos daos oiildasas  con afinidades distinters.
Cuando se agtega ciasanutoc & una concentracian ztfigi@nte [ &1
inhibir la oxidasa a8 la cinetica se modifTics mostrandoee
se]amente la romponsnte de alta afinidad. (8). Forr otro lado, en

la figutra T, se muesstra la cinética de nhibilicien poar monslipo de
lzz actividad ge ThFD-onidass. En este caszo tenbién se observan
dos sensibilidades al inhibidoer.

For lo tanmto, se ha concluido gue 1s oXidaess aa, de B. cereus
ez muy sensible a cianuroc v @ manetido de carbonp (kis 0.%& 81y
10 % respactivamsEnte! con une aTinidad por orineno de 7.7 il

Mo obstante =z2 tiensn bushmos datos de la wosy1dezza in =StLtu,

w
%

L ae necesildad de hacer 1as mediciones en 1a ehcocims 2i1s3lsds v

purificada y aprovechar para descubrir les caracieristicas ¢e eata
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Figura 1. Effecto del cianuro sobre ia actividad de
THMFD—oni1dasa de membranas de B, cereus cultivado asrébicamente on
un medio de sacarosasentracto de levadura (Medio G! ver Matertal y
MétodosD, Las membranas se preincubaron con la concentraciaen des
KCH indicadea por 3 min a Fwel, L& rFEaCCien 5& inicio con la
adicien de suctrato. Lo sctividad s¢ midle polarograrticsmente (ver
Material vy Método=s)., Tomada de la revfersncia 7.
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Figura 2. Curvas de Edie~-Haofstes de la cingtica de =saturacian
por onigeno  de la NADH onidasa de membranss de B. cereus
cultivados en medio G (ver Material vy Métodos) sershicamsnte. Las

membranas (.21 mg de protetha) = 1ncubaron en I ml de
amortiquadoar de fosfatos 0,1 M (pH=?7.4d) a T0°C a l1a concentraciaen
de axigenn dada v la resccien  se 1trhicie inmedistamomto  Zon Ie
adicien e MADH (Zonc. fimal oo ). La velocided ezta dada camo
A de absorbancisas’/ min Al A mambranss oy la concentre-ien Jde
outgeno como % 42 caturacien., Tomada de la referencia X2, En el
recuadro s2 prresente @l mismo euperimente com 1mt de 1NCM.
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Figura 3. Efecto del monerido de carbono (CD) sobre

actividad de THMFD-o:idasa de membranacs
medio 6. La actividad se midire
amortiguador de fosfatos 0.1 I1 a Z0eC a5 las concentraciones
inhibidor que se indican, la reacciel =€ inigie con la adicien
sustrato. Tomada de la referencia 22

P

cultivadas esaroehicamente
polarograficamente en 3 ml

la
ern
de
de
de



encima. Existe teambidén el dato de gue a pesar de gque se esuponen

lag membranas a altas concentraciones de CO0O, la inhibicien nuca

llpgs a ser deti 100 % (ver tig. 3}, esto.no se ha podido enplicar

.

(22r.

For ptro lado, se obtuvo en el laboratoria una mutante

carente de citocromo a, de la cual no =e ha

caractiericado la

mutacien, =i reside en la stntesise del hemo o en la sitntesis de la

apoaencima. Con anticuerpos anti—aas puede verificarse la presencia

de la proteina en la celuvlas de la mutante.

r)
m



MATERIAL Y METODOS

En el pEGSEnte_tFabajc'se utilize una cepa de B. cereus

aislada y'caracﬁehjzaﬂéfﬁ@ﬂ AﬁdPeali (1.

CULTIVD DE LA BQDTERIQ._

.El medlo dc'cu1t1vn que se ut111‘¢ fue-el medio ¢ modificado

(1%, el cual'cnntenta sacaﬁmsa U.4 A. {NH } SU O.4 %, h’.zHF'Cl4 1

%o 'mgsu __o.uuﬂ | 't:n.t:ncas' %, CaCl,-2H 0 G.0025 I,
Cuso_ - SH Cl o, (.m._: /, Fl.;_s'tla__;-'/:f_ﬁzn @, 00008 %, CoBO -7HO  0.00002 %,
zrisa, M, 0 ) o ooc:, /.. )

Las bacter:as se :u1t1varnn en un Termentador de 20 litros

(Cenfrm de Instrumentos—UMNAM) a Z0°C con agitacien (200Gt RFHD v
aereacf&ﬂ vigorgsa (10 litros de aire/mint. E]l cultivo s& inigio
con 4 litros dé ineculeo, procedente e cuando menos 4
transterencias. Con esto aseguramns la sincronta del cultivo en un
9% % . Las celulas se cosechsasron dos  horas despudés de haber
concluido el crecimiento vegetativo, nomento en &1 cual la
eupresien de los citocromos es manima (&6,7). Farea es=stao ee LS
una centirtfuge de flujo continuo Sharples Mod T1, 1s pa¢fii33 gc
c&lulas se jave ¥ veces con amortiguador de Trise-HI1 30 mri, MgClz
Smht vy [Zal:.l:a 5 mM (Bmartiguador TCM) . La eelules =se gqguardaron  en

pastillis humade & —-70°C hastas = vibti1lizsacien,

FRacCIOtaMTENTD Oe )0 nf,

Las cé&lulas resuespendidgas en amortiguador TCOM =& rompieron en

It

2&



un fraccionador DYNO-MILL (Type KDL} con perlas déﬁvidrin de G.1 a

¢.2 mm de diémetbo_por;45 seQ_(ciClqsiHé}lS_Sgg) en  presencia de
FMSF (inhibidor de proteasas) 0.1 mM. El . homogenade se filtre

para eliminar las pérlaérde'vidﬂiﬁﬁhy-f?éifcénfhﬁfuga a 10,000xg

aproximadamente, - en una ;énfhﬁ@Qa*?SQanll7 (Mod.RC-SE) para

eliminar la pared - celular:  El  sobrenadante se centrifuge o

18&,000xg &n qna-QItFaﬁeﬁEPHugéfseﬁhhéh”

{Mod. L7325 . La pastillas

de memebranas  se  1ave .dos. veces ‘aportiguador TCM »  se

resuspendie en el mismo amortigador’ a ‘una ‘concentracien de 10

mg/ml aproximadamente.

ENSAYDS ENZIMATICOS.

Ancorbato-THFED axidasa. La actividag se midie
polarograficampente gn un outmetro Yellow-Springs {(HMod. 50 & I el
en 2.5 ml de una mescla que contenta 100 all de fosfato de poLtasio

(pH=6. 85, 19 oM de ascorbato de sodioco mas .1 mHM  de THMFD, =1
registre la auounicacien del THFD y se arrance la reaccien Ccon la

adicien de enzims.

ARKRLISIS ESFECTRAL.

La frsccien enzimatica sce resuspendie en smortiguador TCM con

glicercl S0 % (VW/V) (fraccienes membranales) ¢ amortiguadot sin
glicercl (fraccones solubilicadss) v =X analice en (REu
e=pectrofotenmetra  StM-Aminco (HMod. D= 13 & temperatura
ambiente (1 cm  de paso edticod o a 7 kL (L mm) . Loz

concentraciones de citocroancs se determinaron  de lo= espectros

13
~4



diferenciales_(redhcido con ditionita menos oridado con persulfato
e reducido can ditionita + CO menos reducido con ditionita) de los

fracciones a tempeiratura ambiente Los coeficientes de sbhsortividad

' g gl e L Ik TPl SRR -
molar usados fueron: citocromo, aa, 16.6 mM "cm , 6OI-6I0 nm (4005

T 563-575 (40) 53 citocrome g, 19 mM em Y,
5 “as -CO, 8.1 mM ‘em’?,  S90-605 (5) 3

T, 415-470 (5.

ELECTROFORESIS.

5 Lé.eiec%f&fqvé%i5'5@ Peailze &N uUha cahara  Hoefer (Mighty
'3Sma11'Ii SE 25M cﬁﬁ refPigeréci¢n (4°C) cde acuerdo con el metodo
dé” Laemmli (20*. La elegtroforesis e coririe en geles de
ﬁoliacrilamida al 10 & 12 % con Lawril sulfato de litio LB e
sodio) al 1 % a 1.5 mA por cartril usando azul de bramofenol P ara
marcatr &1 frente. L& bandss de pratetna fueron tenidas con azul de

Coomasie.

DETERMINACION DE FROTEIMNA.

Se utilize &l meétodo de Lowry (23, modificado por Marhwell y
cols. (25), wutilizandg SDS para eliminar o pfectoz de delergentes

y Tostolipicos.



RESULTADOS Y DISCUSION

.FUPIFICQCIDN

La pur:f:caczén.de c:tmcrumcc oxidasas bacterianas, ast ' como
de .nfra5:'pPDﬁetnaE intrinsecas de  membrana, .generé;ménte (15
ghdbléméﬁicé,;_eébetiaimeﬁte (aﬁ en  1a obtencien de especies
éoiﬁbiés'ﬁpé_ﬁegehéah 'éﬁ actividéd  bi§]¢Qjca ? _ estructura

nﬁtzva y (b) para.l prevens:an de agregac;cnes (6 disperciones)

-avtefuctuales de Ios compl&;csrrclubzllzado cuya RIEQCOICT o (&
_dlspevc1¢n) :q§; “' b:ol 1ca R . S Tsles
ob*ervac:ones nos llevan tEﬂEF :u1dado en el métada o 2! tipo de

detergentEfZaJ-ut111:ah T de LM & enTima
membranal;f
Se . han publl:ado‘ilasd prmp1edade¢ de casi todos los

surfaﬁfggtés usados en B:olnnta (3}. Generalmente =e recomisndan
Ips_detevéentessnofjonicoséo_switterlonicus en les procesos de
solubili:aciai; pﬁéé:no inteﬁfierén con 1cs pasos oF puriticacien
pot cromatcghafta_de intercambico 1enico. Los derivados del eter de
polionietileno fde la serie Triten X o &Zrijd,y por ejemnplg), se far
usado mucho puesto Que proporcionan splubilizacien y retencian de
la actividad cstalitica. Desafortunadamente, no rompen facilmante
las 1nteracgilones preotetna—-proteina, e squit el peligro de

agregaciones ertetectuales (3). Ademas, los productosz comercisles

freguentemcnte Sson Jmpuros, v diriiciles cie puraTtacoir, contiengn
cantidades varinbles e adiitivos, vziriochn de lote & lorie o ORoLies
ge almocemsnients orolonoado. L8 comsanicien [a ] HERS detergeIntoz



il oce no 1enicon pueds et snea, Lina

ern o paradficerten  dio protewisn meashrensloz

cEtoraanies 2ot eripemsstdementes o1t ler oy

rrreteingsn a1z ledan, Kot on wobe &0 DErtL oo su
micelar critios (CAC:, » i ports & 5o oiren 2Y71n1gse Qs tienen

Tt

el Sl - AE measbirsma v L ralor ziin do  OMO

fir CLYBFCIT 20T LU -ty I s ¢ BT D e, e Tt
[ IR o e enpordoentan Se Tadivransen malesatoe, el o romary e ki
miceEls ©o 1z (hrbal) IR UE2Y USR8 LIS T DLt = DG B L A C bl
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las membranas se .sedimentaron a 196,omoxg. la . pastilla se
_resuspehQio éﬁ una solucien de LiCl 2.5 M y se émnicb,pgr'lo Tmin.
Las méﬁﬁﬁaﬁaé"sé sedimentaron. Antes de %egulr con e].'brécesc” Qe
bD]ublll“aCIdﬂ se.dec1d1¢ analic-ar. la’ a:t1v1dad en las.. fracc1uﬂe=
_resultantes. En'la figura 4 se muestran laé. act1v1dades ~eh- 1p5
'ié tPa:th durante los twatamientaé #cﬁ ééles, hlllaPES 'y.':dn

clnruln dé' 11t10. Como se puede DhsEPvéP, '1a actividad. de

-

it

.THFD¥' 1dasa de 1a membranas después del trétéﬁ}ggtb ,&mn-_sale
'b111ares sin. sanlcat,  nm se modifica con ﬁespe;fq}a 1a 'acfiv d'd
.qugihalxenTIas mémbﬁﬁﬁaé'{éﬁ. éﬁﬁﬁtiguadéf 'TCM' (barra5 2oy ot
'PESpé&;j;'ié'a&tiﬁidaﬁ eﬁ.el smbfehadanfe dg este tratamiento es
mﬂ%imé'fhgrra 3.Después de la smnlcaczdn,_la actividad especifica
.dE las membranas se’ dup11ca (barra;4>,mlentva5 que . la actividad
que pasa al snbrenadante (barra S5}, aungue un poco mayotr & la  que
se obtiene en el sobrenadanfe 5in monic&cien, Sigue Sicndo aisho
menﬁv aue la membranal. Cuando 1as membranas  son tratadas con
cloruro de Iitiﬁ,'sln sonicar, la actividsad especifics cecse en un
@O % (barrae &). Esta actividad decas atn mas si3 == inciuve 1=
sonicacisn en &1 tratamiento (barra B).

De acuserdo con estos resultados se decide efectuar selo el
tratamiernto con sales biliares eliminando el pasas con mloeors e
litin, puesto que en dszte Oltimo cae plerge la mayor narke s P
actividad, 2 un gdecpLtés de tatbet lavado las membrana- —0n

amortigusdor TOM.

-
Fe

r I
»e
o
il
U
o

El siouvients peso cornceistie &0 probair le& clubil

lae proteinas S lar mempbrsnas. 2 0oCid1e¢ prober Jnicialments 1



o

lﬁ‘

Ind

Actividad Espa

Fronsiin
Figurs 4, ~ctividad de  TMFD-onidasa  de las fracciangs
phtenidas por el tratanmiento con cseales hiliares vy cloruro de
liti1o tvetrr tersol. Le actividad se midie &n [ mo d& protetne

apr

oximrcdamente de stusirdo &

o tecnice especificsda en seccien de

Matlerial v MHetodos. Fraccionec: L.— Membranoz inlciales
resuspendidas en amortiguador TOM. Z.- Laz membranss inicisles e
sedimentaron v oe resuspendiscon en amportlausgor de
colato-descoricolato, s velvieron & sedimentsr v Lo sctividad c=e
midia en la pagstille resuzpendids & amoIrtlouador TCH. Z.-
Sobrensdante resultants en a1 peocoso DOTSUIS0 . b Igllenl auec &N
el caso de la bhesrrea T & difocrencio . gue memiranas
resuspeEndidas  en zeles bi1lileres =~ EOR1CSiTon L Mir. e
Scaprenadatte del anterior. &.—~ Las membrana recsul tante deld
tratamiento de o = billares con somlcacien, o= ¥ EE
trrecunporTileran sn o solucren de i), =ze voalvieron o1z
i g AR IS ot bestiila SEaE sDEﬁﬂlhﬂ & vLvCoxed o
TCM. 7 u- £ el Echrenedante oo R GEmTEINIor,
.- lgual gue on 21 o0 o8 12 bharra & méar sonicalisen oo 10 s R
.= botividas en ol cobrencdonic gel pash anlerior. Le sCct ;
pota gags en netlo ¢ O/minsmg proteina,



la _acf;vidad no =e  afectaeba con el détergente. Entonces,
Pﬁelimjnarmente sg_midia el efecte sobire la actividad membransl en
funcion dé la concentracien de detergente (fig;S);. Se utilizaron
.tah#é_ffftaﬁ.XleOfcamu Sarkq%?i kN“LangiJEéPCDSiﬁa);.SE péﬁs& en
féétns_QQ§s,E:qmd yaisé_mentipﬁé; él.TPi£ﬁ1 g;idd'éelﬁé usada en 1a

. purificacien de la  mayorta de las oxidasas,  sin embargo @ el

Sqrﬁésyl.ﬁtqmbiéﬁ 5ehlha_futiii;édg; ﬁsﬁé _.pﬂrifitar compleics
respiratorios de_ES&heriéhfq q9§f ﬁiB£;;memD e puede aprecicr
(tig.5) 1% §c§1vidad_déf;jﬁéﬂfagiu95§:ﬁno“jés_ sensible & Triten
-Xflﬁﬁ,s¢ientra5 fqué ~esi:1nﬁibfd§f de-JSafkusylﬁ a .5 % del
detergente la éctifidéafqé“léfﬁgiaésé ﬁié&iﬁﬁye caci en un SO % .
For io tanto se de;idié Qtili:ar_él Triten x—100 para ensayar la
:Em;quli;acionfn
 SubsecuentEmEntE, se determine 1a conconiracien de detergente
necesaria para obtensr 1a manimax solubiliTaciéen de la activided de
éxidasa. Farea esto, las membranas rasuradazs con zalez biliares S
.Eedimentarmn y ge resuspendiercn en un amortlguador de Tris-HOCLD SO
mN.tpH=8) MaCl S0 mM con varias concentraciones de  Triten F— 100
(fig.5). Como se puede observar la actividad solubilicada auwments
casl proporcionalmente haste une concentracien de 4 % (/) dezl
detergente despudez aumenta vun poco mas obtenlendose el manima de

splubilicacien & & % . La actividad eolupilizads recupseraga & esta

concenitraci1el de detergente fue buena (meyoir del S0 %), = o

tamto e decidie wsEar gzxts concentracien gpota Ia =2olubilizsian el
s oiids Le activaidad espeTtitica 2 etz conoontraslen do Triten

no dizminoeye.
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Figura 3. Sencibilidad de iz actividad de THFD-oiride=za &
Triten x-100 v Sarkosyl de menbranas aisladas de B ceraus.
lLa actividad de THMPD~-owideasa se midie como lo descti1to en la
secocion de HMHaterial y Métodos., LLas membranase s preincubaron en un
amartiguador de fosfatezs 0.1 M {(pH=6.8) con las concentraciones de
detergente indiceadsas, por T min & Z0°C, la reaccien =2 inicie con
la adicien de sustrato.
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Figura &. Rendimiento de la solubilizacien de la actividad de&

THMFED—Doxidasa de membranas de =, cereus tratadac con sales
biliares, por Triten X-—104. Las membranss se sedimentaron, s
resuspendieron en L amortigusdor (ver ternto) con las

concentraciones de detergente indicadas., s& agitaron por 20 min &

4°C, El homogernadc se sedimente y¥ la &ctividad ce midie en el
spbrenagante v en las membrenss,. La actividad que Zo CHpréEsa s el
v de actividad total riecuperado en =1 sobrenadante. La actividad
total se refiegre a la suma de la acitividad total cn el

sobtenadante mas la de la fraccioen membranal.



Festeriormente, se registre el 'eﬁpe:tra de absorcisn del
ertracto membranal con Triten X—100 y se compare con el ~espéctiro

de las membranas iniciales asi como con el de  las  memebranas

[l

después de la euxtraccien (Fig.7). Como =8 puede obsarvar en 1
figura, en donde aparecen los espechros veduciao.:can_:dlficnita
menos odidado con persulfato, l1a pﬁapuhcian de 1a5 'ci£§cFomDs no
yQEWa apreclablemnsnte, mienttras que. 1a céntidad 'e$pechica de
gitacvomns =1 duplic?. 55tm_§s_cpn5i§tentE Cnn Iaf_duplicaczén der

la actividad espectiica de THFD-ouidasa.

'uhaﬁyéﬁ_gué-pudimoﬁ.obténéh Qna.buena golubilizacien oo 1a
_“éctiviaa§_ éﬁf un,:égtFécfad.que'rprésticamente tenia todos ios

-&itéﬁrsmﬁéieaﬁﬁﬁé.pbﬁpuﬁcian,@Uy‘béFEcida a la sncontrads in situ
h'éﬁllléV”m€hﬁréhé;7ﬁéi:Jéféﬁien;E 3paéD consistia en saparar la
ﬁédti#gdaa_eh:{méti&é ﬁel.reato.de la protetns. Las téonicas gque e
;thn;ap}iCadq paFé sEpaEaP_ esté tipo de extractoz solubles de
-Qifﬁﬁrﬁmés3se_ﬁaaan en la cromstoyrafis os intercambio 10M1CS. Mo
'dbStanfE tambjén cse han usado otroar metodos. como la precipitecioen
 ¢ﬁn sulfato de AmOrio, la cromzetooratia de absorgcien, eto.
De;idimoa ensayar la cromatograftia sen DEAE que =2 usd para la
Sépahacién de lag oixidassas de FST ). £1 protocaolo orilginagl
CGhEiEtLa en diluir ed extreacto scoluble de Triten, tres vecos Y
aplicar.a urns colunne de DerE-celulosa. En este peso, €n el CEST
de FS8Z, la onidasa 2z, no tiene aTinlided por la reszina. For atrg
ladeo, el citecromc ¢ @5 abscorbido =n la columna, ademas de ia

mavoria del log girtacromos p, por lo tanto squi em maeds tonetr una

i

SERArAaci e de esta Cuidasas, Ertonrces nuestro estrscuo gde

=&



Repectro de zbsoicien oel
comparado

estracto
evtracto

ci1tocromos

membkranal. Loss

copectron
registrados a
El traco continue

(rediucido con daitipnita

TaelD como se aexplica en Material

membiranas.

persultator
M Méteoedos.,

traco discontinuo

refiere al eutracto de



citocrombs se diluyes tres veces con solucien de  Triten "X—-100  al
S % v s= aplice a una columpa de DEAE-Celuiosa | (Whatman DE-2Z

= 50

de 15 om x 2.5 cm, equilibrade com Triten X-—100 0.5 %, Tris-HCL
m (pH=8?--UﬂB ven absorb:da la mue:tra, 1a ¢o}hmna se lave con el

amortiguadonr de aqu111btacxan {1 volumen)'yﬁtnn- agua':deaioni:ada

110 volumenas). Portar1mrmente se@ apllca Un grad;ente de NaCl de O

a I gk de la sal d:=ue1ta en E] mlsmo amurti uadcr. Se rERIsTINe

ta abaarbéhcia del . materiai'-de  Fa11da & 405 nm (Senal  de

citocromeas? de forma'cunt:nua con un Pe 15tradnr (LISE S2T0E Uvicaro

EI1). La actividad se m;dia*enﬁEOQ_g]_pe‘ﬁadé'fraccion de & mi.

Los resultadas squﬁééthaﬁ é5_ia;fﬁQQFéré.

Coma se observa én.ia;fééugg.B;:iﬁiéialmEhtE se detects una
fraccien con sefal défﬁfﬁacﬁgmﬁéfy::un actividad de THMFL-oiidacs
que no tehta_éfiﬁid;d.éﬁr lﬁ_rééina {Fracgcien 1. Cuando se aplice
. la g2l apalBCis

el gradiente.dé_NaC] spronimadamente & 100 @M de

un piceo de actividad v de citocromos (Fraccien Z:. S &nalicaron

il

. las

espectrofotomdtricamnsrnte las fracciones L SEDEC Tros

aparecen en la figura 7. En la fracciasn 1, e detectaron la

sefialez de todeos los citecromos inclusive de cif a. For otro lavo
en la Traccien 2 = registre le presencia de citocromo S geto
es, plcos & 4475 y 401 no, mientras gue poca sefial de  citeocromo ¢
(S50 nm) v citocromos & (S55-562 nmi . &n epera {ireccien  obtuvimos

CoLionces LMNa prEparatian Jde oHIdaTns aas Con ans CoOTLaifilnsiZ 1l e iz

Ctroz CclTooramos de menos oel 1O L twver aas adelante:. £l pspEotrs

oz mondgrido s carbono tembién prevela tvalls 2
G444 am) no obssrvandoszse seh=2l de cat o (valte & 47 I oaga,

=T
Y



0.1

Absarbancia a 405 nm

Actiwdad de THPO-oxdesa {nefo0- mitemg") foe-)

o {‘- e ey T Fr1 !‘l +
Nimero de Fraceidn DEAE -Lalvlesa

[ ] Ll ]

Fiouta G. Cromatagratia del entracte de citocromos (=1
DEM4E~Celuloza (DE-Z2). Le lines punteeds indica e concentiracian
estimada de MNaCl ogurante sl gradiente de lucien. La cromatografia
s cortile 3 4eC,

-t B



{60

Figuwra &, Espectroas de HET frecociones i [—-=) Y o { m—}
procedentes de la cromatografia en DEARE-Celulocsa. Los eopECchiov
reducido con diticnita mernos oridads  con potreul fato, fueron
registrados como s& indica &#n Materiales y Métodos.
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La pregunte que surgie agul fue sobire 1 porqueée e toda l&

sensl de aa, se Petenla en la rD]umna, inu que pdhte de-”'séta
elLua de*dk el DPIﬂCiDlD de 1la Crmmatmgﬂafim. &n el caem dé'; P 3;"

Sone vy Yanu ltm (Z2) eefialamn que en o:ac1one= 51 la cuncantrac1on_

. de detelgﬂntc baam_de 0.5 2:materialjptppgi; 

en 1a eolumna, sin embargo si la - columna. f cqht.§1'

amortiguador de sEquilibracien: low
.resultados SO0 MLty sem&jantes;

Sc dCF]dlé trdtar déigﬁﬁéﬁﬁ

1

obten:dus del p '.antérior.:iﬁaﬂa 'ffdec1d:¢ diiuir lz

'fPacciana 2 volumen@s y apllcav'a Qna seéunda columnm de DEAE con
-maynﬁ_&aha:idad, ﬂqu1l1bradd :on Tr:ton x 10H  0.25:-z; Tris-HI]
(pHEG}:JEn Ia'f1guPa”1U_se.pFEEEnta'el perTlI de elucien de esta
chomatoqr Tta en DEAE B1onel.'151&ialménte éluye HhRa Traccilen e
tiene ééﬁai_de- citpcrnmos pero que no presenta actaivided o=
giaasa (Fracqidn a).'Deépués de lavar la golumna coin amartigusdor
dé‘équilibﬁaciﬁn, 59 1ava con 281 mismo smortiguador mas MNaCl 100
mM. En este lavado se sluye wun pico de citocromos vy de sctividad

(Fracocien b)}

Al hacer el asnalisis espectroscepico de las Tiracciones e

gozta tltima cromotogrofis, -2 encontre gue 1o Frooocian

G que

a
(]

tiene afinidad por la recina, estad constituvide prazticsmente de
citocromos tipo b, beja cantidad de cit c. y practicemente ¢in cit
a. For obra lado. la iraccien b tiens sefsl tanito s cirtocraomc o

(548 v 114 Pm) como ds aig (444 v 504 nmy (ver Tigura 117

41
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Figwra 11. Espectroz gde absorcien de las fraccionss a (=)
b {—) de ls ecromstogratia  en EEAE-IiQael. .oz eepechrom =1l
registraron a Z0eC como log indicado en Matertiales y Métodos.

e

—
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For los= datds de 1a .QJECtPOfGPESiE {(Fig.l12) la cantidad
gepecitics de hemo z (ver adelanter. ¥ da acﬁ}yidad' esbec(?icé
tenemca,_hastaJEste'ﬁaéo; de ¢1a i0'§e;e§ dé_bhfﬁfi&aﬁi&n-defééél?
dei.cbmpléaq Eﬂig-_FDF 15.tanfc.se.dééid;6 éUm§nfaEilﬁé. pgsbs'.de
ﬁurificacian.. | | | |

Se éﬁééy¢ la preﬁipiﬁaci;nmf%éﬁ;iqnaéétcbﬁ.%Qifatﬁ dé_amqnio.i
Pard.Géf;; iq; ?Paecgmnéé ifléés) ¥ B (ééégflsé_dia?iéarbn__:CoﬁtPa
amaﬁtiguédoﬁ”TPiS—HC1 56_mh, Trit§H&XTng£0;$fﬁj;,%@ - eoncentraron

10 veces cubriendo las bolsas de didlisis con sacarbss. Se hizo la

.pretipif%cjgﬁﬂéqﬁ*t&H;SéSd;télld;:éa;.3§.¥140_2 dé saturecien.  La
'a#:ivida§ 5é”dmnééﬁﬁﬂq Eﬁ-é1 ;a§;£%db4aé_46_Z de saturacien. Fara
”é] EésS:dél:ti£ ég;-léia%ﬁfgiQQd_e%péci%i:é”hé_aumenfa mas gue  en
;uﬁ?iﬁ?%ﬁéépé%C{Tabié:rll)..Sin embaﬁgéiiaﬂcaﬁtldad ezpecifics de

hemo Q:aﬂmehta-eniun S0 % f4 nmel hemo a/my prot ver Tatale 31117%,

Paﬁa g1 cééa dél ;cﬁpl@jd céas la activideg aumenta on un 05 .y
la'tantidédlﬁel hemb'g en un SO W camb BN Bl Ccaso He oo Y S N
EEEEIN ‘

o Se penssd en aumentar un paso mas de filtracien molecular. Sin

embargo, se enfrente el problems de separar el detorgente de 1a

preparacioen. Come ya se mencions 1 Triten tiene una CMC muy bz

(0. 24 mM} vy un tomafio micelar grande (FI1 prom, QU000 Ty o
io que pardia resul tsr problematico &n la  téznica de tfilttracian

molecular. Comn no s podts eliminar el detsrgente por cialisis,

1\
m

s2 pence en pasar =2l Bdiracto entimatics por une coluasie e DEY
davar  con amortigusdar =i Triten ¥y  2luir C o &1 D1 BmO

smartiguador que contenocs un detergente de MO maz &1t

B
43



Figura 1Z. Electroforesis de las CiIEporatlGhes de gu.:_ag
{(Carril 2 vy c:_ags(l‘_';am*il ) despues del fracoionamento  en DERE
comparando con =1 patraen electroTordtico d= e memnbranas
tntegras (Carril 1), corrida en geles de scrilamida 1t A en
presencisa de  LDS (1%, segUurn 1o  indicaco @n e seccien de
Materiales v M&todos.



El detergente vti1lizsdo fue =1 Sarhmsi] fN*légfi],Sarcosina).
Se he utilizado este detergente en Ejfua;ibﬁéE $fmilEhé5 .a.-baéaa
concentraciones (0D.05 %) . A ésta cqn&éntr§¢j§q idé_ éEfePgente"la
sctividad de la oridess no se afec£§_ (#iQﬂ51"nyh65 .Eﬁcontramoa
ahajo:de su CHC. Entonces, los .ntraéfaSiq?_ié'apﬁecipitscnom con
sulfato de amonic (tanto ”éﬂs .Cde _E§ﬁ§;‘3sg-udializarmn contra
amortiguador Tris-HO1 10 mH (pH=8) y_§é éi1uxéPmn:5 verers oon el
mismo émnffigﬁaqmr;_Se épllc%hmﬁ ;;pcn-'sebaﬁadq}__a- LN columna
de DEQE—Celqld§§ (Hﬁétmén DEi2é,'573 } c$§; ﬁ;:&b]ana 56 lave Con
.T515~HCI 13 mM (iS_yo]s.)'can TﬁiélHti;:iC.:mH. Sarko=yl ‘0.05 p

(15 vels.) y se eluys coh Tris HCl 1G oM, Sarkosyl 0.05 %y PMaCl

150 mv (todo a bH=8).iEnfeste”‘pasnf.Ia_-acﬁividad ezpecitica 3o
'eieva IigEPaMEHté”paha los dos casq§'(§59 ¥y Cas,, ver Tablsz I1TI).

Fosteriormente las‘ fraccianes s pasaron o unea SOl LT (=3

_fiﬁtracién molecular Witrogesl Ach—I34, LiEE 20,000 a D90, 0007,
Equiiiﬁrada con Tris-HE1 10 mM {pH=£) , fdalll 1 mit v Larbosyel
U.QE:ZI(Véf Fro. re En este paso, la actividad ezpectiics no = =]
modifico con Pespecfn gl pasgo anterior, Sin  embargs la cantidad

ezpecifics de hemo a aumente en un S X (Tabla Y11,

En la Tigurs 1T se muestra el gel de ciectratrovoTic

poliacrilamida en prezencia de LDE (ver metodos). Se ol Betvs G

Ia banda correspondiente a l1& entimas esta casi limpics.

dé&



Tabla I1I.Purificacien de citmcrumo-ggé Yy gRa, e Bacillus
, ‘Frrotetna o Activiead Actividad Cibocromo

Fagh . R e Kny quggjfical Lomhal &
Lo U N U Y N - S
MHMembramas - s T22 25 (0 CIEI OO (Lin)) 0, 5
Tratemiento . oo o e
colato- . S 994 85 1.8 S B4,5340, {35 Co0.43

wntracto . . L . o . i .
Triten o T 124 210 (2.8 . Z&,460 (17 0.
DEAE-Cel. ST o X '
_Fra:[Z;(aaﬁl o 15 . B2% 15y .. 12,435 gy @ 1.6%9
caa_ pp. sulf. : : ' . o :-‘Hqg - - =
amdnio. 11 ?1e (1&.7) 10,228 (&.7) e D
Ceambino & o

Sarkposyl Qe B 1,025 (18.e) : C,500 (5.5 -
czczs AcA-34 & 1, 1000 (2200 Gy 1h (41 E.1
DEAE-Hiogesl

Frrac.b (caag) < 1,280 (22.7) 11 ,S00 (7.5 1.7
caaspp. suwlT

amnhnio. & 1,320 (Z7.4) F,420 (H.L) -
Cambio a

Sarhosyl 4 1,620 (29.5) &, 2350 43 R
caa‘: ACAH—T3 I 1,590 (29 5,100 (3.3 8.9

ay nato O/mindmg prot. @nmsto O/min . o nmol  bhemo  a/mg ptrot.
)y (veces de purificacien). @ (% rendimiento?. whr Cantidad de
hemo 3 £.2 nmal bheano o/ma prot,.
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Figura 1Z2. ElgctroToresizs de loz citocromos asg {Carril I W

G, (Cerril T despues de la precipitecien con sulTato de amonic,

el lavado del triton y la fitracien molsacular, Ccomparanco  con el
petiron electroifordtico de las memGranac Mtegras (Cariil 3.
Mismas condicion=ss de la fioaura 12,

a8



FROFIEDGDES DE LOS CITOSROMOS as, V caa .

¥

" Peso molecular. Fara determinse el peso  molecular de 1
S en2imas purificadas ‘se reslize . una electroforesis @

poliacirilamida en. presencia - de LDE. Se corrieron varios marcedores

de.pesm_mQIQCUJagQ Eh‘;é_f;gubafiiér.sE 'pheéehta, el oel de la

elecreioresziz y en 1a figura 15 s&presenta ls grafica donde e

interpolan los ¥ del cit gﬂé‘y;delf{cit. saa_.  De esta  oratica

abtensmoz Joé}pésos-dé771 kﬁé'péFé’é?va"d@ '9G  F{é' pgﬁa cas .
Estos péads_spn ¢m@grqén£ésgﬁéﬁé_iéé-{ﬁéida%é%a~d9:555te “tipo de
mtrnsﬂﬁfﬁroﬁréanisﬁué'(VEP Tabiagi?;" |

| A partiv'deilus-datos de filtra:iﬁn'moie:ular, =e cmrrienﬁn
estandares_en'la' columna - dé  Gch;34 "ﬁaka' hacer una curva 6
cal:braciﬁw-dé'péso'mnléculéf} En la figura 16 se presonta 1o
gﬁéfica oe lé ctalibracien de pesg mpleculars  por Filltracyen

moleculer. Comc puede observarse el peso molecular ohiernido [ Gt

ests tecnica es mas del doble del chienido por electroforesic, 165

kha para az, v 195 kDa para gas_. Se penss gue laz  enoi

encontrabsn formando multinercs pars lo cual se diluye 10 vecez 1a

it

muestra y se volvie & gcorrer la cromatograiia d= excluszien, En i

L0
]

figura 17 se presentsn los patrones de elucien en AcA-T4  de 1

encimas. Como puede phocolvalrss en &1 tirazo 1 se presents €1 trane

parae el cit aa, concentrads (o0 posmls y e el trazo 2 el

correzpondiente al mismo citocroms dilulids 19 veses (20 po/ml)y . )

voalumer ge slucidan pars estas dosm fraocciones no cambisg lo aque
hece pensar gue s1 1l enzims sE  onousntras F ol mul t e rog,

estos no pueden gser dislcledos & las cohcenirsclcones wusadas, o
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Figura 14, Hiectroforesszi1z en ocoliscrilanide realicada
indica en l&a seccien de Materital v Méetlodos, de lg onidana
cea_ v eztandarez de peso molocular conoci1do. Care

hemdglobine.

alocohol deshidrogenasa
a Carril 71
Carril 9 Cit.

b6y cit aa

Cerir2l Z: cit gea o Carril 3

apoferriting. Carril

cas, -

lisooima.

B

&lbunina

H
Cairril 4z
Carril &% Glutamato deshidrogenacsa, Carrid

bovinas.
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otro lado se cree que todavie =& encuentran moléeculas  de Triten
jnterqcc;ohandm fuertemente coOn  1& BATIME, pussto qus  los @
molsculares nbt@n:dce.por_este metpde no’ son &u]ilmlog .dc loz
cdatoe Dbtehxdoé por'éiectrquresis,'los cuzlies 1c0n51deramos mas
contiabies. .

Campaéicion-paiipépitdica. Como ys hemos v15ne,fle'mayov(s oe
-1 muluaéaa oel t{pé iis nacterianss, eTten édnqu;fu:dﬁq nor .

Zosubunidades, En e case . de B. cereus tesulte intsresante

¥i93r'lgi;9¢b??€cion.ndiipapttdica.déT!a onsima. Em o fa fioura
i8 s presentsa Uh”991 QETE¥E¢fPDfDP?EiE en?poliécvilam:ﬁa 12 % en
srescnela g SR%. Comg puesde aproeciarse épare:enﬂz bandas én ta
tincian  con azul . de Uquésie._ Estas .subunlaades trenen los

sigulertaes PEsos - molecuiares: 45, 2% y 13 kDa. Sumando los pezos og

las tirezx subunidades nos de un total de 1 kDa, contra 1 dato  de

7l vDe ce oz gsles cor LOB. Sin embaoroco, COME I CEamss  gQuo
dirsparidad 50 tonetituye unE gran alTsrencia. [ETRIC R [ =& he
reportadd Que Ias subunidoges oy Lode warlas Onidanal treracn L
corrimiento anémalo en electroftorasis con Shb (D47,

Efecto de lipidos y detergentes. 1o mavoriw ce ias

T1PpG ggﬁ bacterliansgs reguieren ae rfosToliplidos o deterrocentecs Prars
suv actividad., El cazo de l1s onidssa = de B. cereus no resulte
une evtepcidén €N eftkr =S6nti1d0. En la Tanla IV =e pressntean loz
datos de la actividad oe e Oonldaesca as v ol complg e £

presentilis Ge TIriten A-1ul o f2Z0l@ltina ne =0

o midie BN SGOrTIQUAZGEr O Tostetom 0,1 M opH L€ parbtiendo 32 uns
PrEpatreridt @RZ1m&TIcs con Fivro—HiTE S0 omb oprd o cavhoo Q.S



Figures 148, Clectirroforceio peliaorilamisEs ol P cor
del citnctrono Sog - o omlen T oD SE imcica
la setcien de HMateriale=s vy dor Cerriles
corietron D0 o Ge pitot

==
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Se obeerrve gque la actividad cde THPD~-onidasa depende tuertemernte de

1o presencia de Triten en ol acdio de rzatcilén. Em precencia e

.l node Tritew x-lou s asctividad sE estimula unas 10 vedes. ror
otirs lado, parsce qUe 1A artivicad no =& activa 1= Ereschcl = 1=
tozfoltnidos en el meolo. Les Actividad no cambie =obre s sE01C1eN

e asclectinag de mova. bDatos preliminares recientes indican que on

¥
(13
L

amortigundor HEPUL oo ome o Y000, e sctividad aumento y SaE vElv

ceemethle shora a Triten.

Tabla IV. Dependencie de Triten X—100 v
schte la actividad de THRED-ouidaza de citosrom

i : : : — _"‘": mn

foncicien . Hetividad de THRD-oiidasa

. aa S caa

8 . : ]
L1m sdicies _' @5 : ' 140
Triten F—100 .1 % 1,30 1,550
Adsalsctina de s=ova ts5 ' 2l
TS posml

(1) nate O/mins/mg proteEiha. 2 osdatosrepresesntanungromnedio

ge doz medicliaomss.

El ensayo e realize como se indica en Materitales v Métodos, L&
EenTima =8 Preincubd 1o min con laz adiciohss 1nhdicadss.

Actividad con cliocromo c. Como va se mentinne lezos CIltCrontoz

ciHidasas tipo a2 DacTerianss tiemen afainidad
citoocromos c, presentando difernte sctividao dependienco ce ia
Tuents sl zustrato (vt Tahta I, Frme ic tanmte, reculte

ihrteEresante determiner la sctividad de nuvestra 02148 con =1 maehios

ios ciliosromos ti1po g de los cusles oilsponamns. - OE Cconmgate iz

]
&



setivicao o TP -on1Gave del cad S Y 3] CEE, o B, cereus, . n

prosencia o citocromo ¢ de corand de bovino 5O 1.pe 11 (=

de) citocromn de Sacharomices sereviceae {(HI1EML Type 13, Camy o

puede oboerver g8n lo tabhle la avtviviasg

i o1t g&o ixYa)
g
mog:TIicd BN DIresencls dF it € dE mEmifero, mientras  Que con el

cit o do levedura la actavidad e 1ncrementa en o un 8% YL . For obro

lroe, <l complego SR, pﬁesénta le mizZms sCctiviImad C o loe doz
s1tooramss prrobado:s, En B oo 5' e i meaﬂr‘.sctzv}c::' oo
5ustrato_g%_1GVEUM'a gulica =& dobs ¢ L Cercatls TiriagendtLoa Con
ia pactoria, compghahdo_'can. =] cztocﬁ#mm gs-ac d@:lferm, [l o}
EMDATGD BTN R MErs ESPECULLECien. £n @l cave d=l complaels  S4o. .
Que Liends uns a:t:v;dﬁf MEQQFI&CHIrEéDe:tQ &1 cit o2, vsands THED
como sqstratq,;ng Eg.aod;fxcé.pmr 1sHéd1c1an e Tit g HODETIC,

probasblemente porque 21 | complelo poses un citocronc £ R el
connleln Gue O eSS . Un DUEN  SCEtRor para oiroz ol tocrocmos
pocitriemnsnte porque_tien&'bajs etinidad por est0S.

Tanla V. Activican ce THFL-osicass del citocromno a »

o

~—s
en presentcia de citocromo € de corazen de bovino o de levadura.

. .- ., o1
Congicien : _ B n.oactividad

aa coac

- a
fControl 100 1D
Cit ¢ Bovipo - 104 ) e
Cit ¢ Levedurs h It
t1y fHrtiviadsd contrrol para St 1,152 vy pare 1,200 MAano uimins g
proteins.
A loc deroE reportados se les reste 1o 2utoridsascaen 8l 21t ¢. E1
puperimento s realile £n wns cubheis gus contenitz 0% ml oo smoree
Gioaaddonr e Yoodotom 0.1 I o pH=m, 10 mi de ascorbato ULl mln =¥
THPD, SO ug de citocromo g, =e tegistro la autonidacien v =2 sgre—
= s = b, A

o de L5350 g de enctima.

W
~4



CONCLUSIONES

Se logro ﬁur;fﬁﬁaﬁ  }a“ téféﬁhﬁmq én#dééé- 22, ﬁgﬁfBﬁdftgﬁs
cereus. Fenssamos que 15 ﬁtétem se'encuenir{'bazténté pura, o Sin
cmbargo, la.art1v1dad en lw~ ult:ﬁas Trar;:mncc neG _ﬁé"taﬁ' alté
CoOmD s espe¢§b§, n§:onstante la cantidad de'hemm preséhte sumenta
[ ST lmﬂ.vacea 9n 3Es q;timos trms nemc Ever  iaﬁla 131 [EES Fud
tanto pa”a éﬁg-tbmﬁTpar% el Ccmplaan ST 5. Fengemns qﬁé GNI@t@ILWM
poblacnon de enz Jmﬁ.quc no Es ca pa~'dE_c5£ailzaP lé tﬂanéTerencza
de e]eé?rune; dérde 91 guatrato .hasta el - on(éené, £in emb e G
parte de.esa.hpblaciﬁn'pmsee-las grupos hemos gue dar zehal al ser
_redﬁcﬁdpé}.gmﬁ.,ﬁn rhédﬁ:tar:-fuewte como la  ditionita. S ha
ﬁéhur tado que,f.ia:_danficad"de nemo ‘procents  para  Qiterentes
1d 5'5¢ ggs_'bacterianag ezta entre Ju-—-ls nmolsomg protetns.
Nasctrqs Db?ufimoslun'valor de &.9 nmolsmg proteing gue s un goato
satisfactorio. (27).
.Can PESpPpeEcCto al pPESO nmleéﬁlar =@ obtuvec por eleEctrotoctesis

aa . Estge pPESeE

un valor de 71,000 Da para aa v SO, 000 Da para caa,

estan dentro del promedio reportsdo patra estas oxidassas (27). Sinm
embargo, £l pesb molecular de nuestrassnzimasusEsnds los  gdavos (13
la filtracien molecular, obtornehoD wil valior oe lad,ulnr 198, i
Da gue no coincide con fos datos anteriores ge los geies. FeEnsamcs
que posiblemente estan formandose dinerce, Do ohETtanbe los gatos

der filtrecien moleculiar Mo eon €l doble de los o electroToraxzia.,

iy

pugsto gus g2 s qus las proteda=s tienen o esules 147 Ty v an

fuertensnte unidas. Ein embsrgo, &1 patren de elucien ol

o
il



ESTA TESIS NO DEBE
SALIR DE LA BIBLIBTECA

Camnle £1 la cromatagirafia e corre utillizendo la enTme diluida
1 vecsmg. No opsitante, mo. s descaria lea positiilioan aqiz

agrenacyen,

La mayoria &e laz- onicssas ggs bacterlanas posesen D 6 S
subumidages. En ei céso'de Buc£;Zu5 L Cereus, pareée_ s que e
enzims tiene I subunfdadés,'ﬁzn'émbahgb; nﬁ cesteamos seguiros de gue
N Rays dégﬁﬁﬂatl6ﬂ ppréDiltjCé DﬁE$tG;qﬂe selamente en el LagEd
de a:siamleﬁtaxde-membraﬁaE'SE”VUﬁiijiéJ ihhﬁb;dpr 76é ibh5FEé5§§'
For ctro ;aub lavggma n§ i5§.ﬁesééfmdlagulaées?ﬁeJiES.tEdbthaadé:
es mayor que;Ei'péséiQ%.iafeniim;_;:dmpletalf Al respectn se  he
repartado lcorhimien;05 'én&malb%_}déf.iéé; gﬂbunidades. d=  octras
aridasas (3;27f; .

Coﬁm se_demostrg,ﬁfa: éﬁziméfrééqgiére  qG la .Dresencxa de
Triten pata presentar actividsd. Ne. réﬁuiEfe o= .fmsfcliplaus,al
mMENQs ue ]Gs-ppoaaqos,:péra. s 'agtzv;dad. S22 proharcon tambDién
concetrac1oﬁes de asu]ectiné.de FAC o 140 sl ¥ NS LuvieEron
efecto en la actividad_(dafcs no mostrados),

Con raspectd:a ia actividad comn citocromo & Eueganog, ia
emzima masﬁfé Estimulacien con cit ¢ de levaduwra, mientraz guas con
el de mamifero no. tuvo cambios. Se puede epspecular gue Ia

de levadgura S8 debhe 2 it Ccotroania

e

activacien pnr 1 'cat
tilooengtica.

Se piensa seguir investigando sobre las propiredardes v Tuncisn
de la entima. For  un lado, se cree convoniente trretar ce erplioar
Ia wrnaon con citocromd ¢ del compleio. Si: &frte = pucde disagiar y

s
sSeparar peita comparar la sctivided del cat L resdltante con Ia



actividad v propiedades de la encima af g puriTicada polT  SEPAaArago. .
For otra lado, investigar a que'EUUUn1qu'e$fa thﬁﬁ'e]fhemﬁ 25”_5
=1 estd en unha subunidsd o por separado. cTambién, . . resul tarts

interesante investigar si en una mutante aislada en el laboratorio

‘con tenctipo asz  , posee la apdencima. Esto podriat demostrarse  con

el umo de aﬁficﬂerbcé.anti'égs;:

.;H_esﬁé frébajaisé-déécﬁiﬁe11axpﬁp1fi¢a:i¢n #é,la oiidass a2
de'uhaibécfébié déi.ééﬁéfd;saci??QSi 56f¢i§é eﬁﬁ§%; ié"eh21ma ae
Utra,bat@éh&éﬂﬁsi'génEFﬁ“{B;1sub£iliiéjg:y_;t;eﬁe caracteristicas
paretidas, esta'ﬂlfima 'tamb;én_ pésee"S .subuﬁidades con  pesos
malé;uiahesTQEMQJantes;'.aﬁnqué se aisla como aa, =in cit ¢

“unido (40) .

]
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