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SUMAR Y 

Ml?mbr•anE? cyt.ochrcime::- ... 1-0] E '" 
¿,re 

They catiJi=:e, liJ.:e niitochindr•ial c.ytoc1-ome- oi-:1.dase, the electt"'Ort 

transfei- i1'om ta cytach1.~omG: 

o:t'id2=i::- fr
9 

from b~ctE=-ric. _o::.:currs in __ ·rnan)-' c?.l?•-obic 

bL1t, a~ the mitocondr'lSJ en=yme, is nct we!l understood. 

In thls vJ01-1~. th~ pLtt'lfic~t10~ of c1to~hrcme C•MidRse 

and Q • The other ene h~s a M.t~. arouna ~O --· 

upen phD5pholipids. It csn ~ccept e]Gctron2 it~om yeast 

bLtt not from tne mam;:ilian onF?. On 

oi 

X-10(1 too, but i~s 2ctivity c~nnot be st1mulsted b~· any 

f1·om a oti.ci::E;r1L1m ¡rom 

Bacillus th.:;,t ha.,. been pL•r1fjed. 

6 

th;:: 

Tt·-i to:o 



RESUMEN 

la msyor·~ de los n1ict·oa1•9an1sn1os Be1·obiccs pero, como 

mitocond1·Jal, no eon bien entendid2~. 

En "'et.E' tr~'=ibiiJJC1 S!,.• desc:rib1:0:· la pL1i-1flci'tClO.< dE 

1 ¿: 

o:: j dasc• f'Ai' 9 
de Baci ! l tl.S cereus. E<:: t.;; er1-.:: i ¡r,¿;, c .. :'"""' pur , i- j cu 

form.:•s. LJn¿-i de el ¡ ClS con un per:-o ffiC>lf"-"CU J ¿;;¡· ciE 71 J:_[¡¿. y ccn 

con UE: 

y sef"i~, l c~s 

dt=- "tre=:- sut:-Lr•1id?d<-=·<: .• ~-1...1 2'1.c:tlv1d¿.1~ dE'pE.~nd"'· dfcc J¿, <'."d:i~:ló--· c;;o:

X-](101 G~ ~1end~ a~j p~t·2 fosfol~idc•s. Let~ ~n=1m~ puede 

electr·one~ d~l c~~ccromo ~de leV~GLtt·~, Cl r, l 'i + 

dEl 

depende dE ]2 ad1c161 Tr 1 Lo~-, SLI 

.;-.. :.: t:G t l ;, dt:; 

Baci L Lus c ..... ~, "''~ ne ~~·-11·1; :..c<·o-:: .• 

l ,. 

c-r. e: e:-:= 

SE"f""1-o,. l G '.:· 

T 1·; to:-. 

C,_:-;F~•t;,•· 

t¿.r.,\_J .;-, 

S•:: 



ATP 

ci~ 

CMC 

Da 

DEAE 

DCCD 

DNA 

EPR 

F'PN 

FP. 

kDa 

LDS 

M1<: 

NADH 

PMS 

PMSF 

RPM 

SDS 

T~IPD 

Tri!:'.; 

ABREVIATURAS 

Adenosina 5º-t.rirosrat.o. 

Ci t..ocromo. 

Concenlracion micelar crt.t.ica. 

Dal t.ones. 

N. N-di et.i l ami noeli 1. 

1 • 3-di ci el ohe:..:i 1 car bodi i mi dél. 

Acido desoxlribonucleico. 

Resonancia paramagnética electrónica. 

NADH deshidrogenasa CFlavoprote<.na de NADH). 

Succi nato deshi drogenasa C Fl avoprolei.na de succi nato). 

}-:i 1 ad.al lenes. 

Dodecil su!Cat.o de litio. 

Menaqui nc,na e 2-meti 1 , 3-pol i 1soprenil,1, 4-n¿,_.f·t.oqui nona) 

Ni col! n .:tdeni ri di nucl eoli do r·educi do. 

Fenazina rnetos.ulf'ato Cf~-met.il!'ena=onio rnelosulf·at..o). 

F'l uoruro de ~enilmelilsu!Conilo 

a-toluensul!'onilo) 

Revolucio11es por n1inuto. 

Dodecil sulf"ato de sodio. 

N,N,N' ,r,·-T~~ramel11 p-renilendibn1ina. 

Tri s.C hi drc:<i rnel i l) ami nom~l anc. 

/ 
5 

Cf"luoruro de 



1 NTRODUCCI óN 

er. pt·occi.rion1,e:-~ 

bact.:>i-1c;\2 

e=:t;1-·uC.tLtr<:1lrrH:·ntc divP.:'se<s qu~ OCLlPt..n ur1 lu~,,,~r el 

::..::...: t.:: L .i ¡:;u 

de al to 

en ¿,Jnur.::io, 

ClGblt.10 

i::•rotones. 

El'•= J fl•~~ 

Se h.;.. ele el l;oc ron.e En 

('f.(;'" r¡;.of i l ce, 

,, {'" ,, .-·: 1 ,, " 

m1toconor-:::. .• :r,::: c·n t t'c..::o "f ur.c- l .;¡r-. ¿. j E- O 

,:, f"F ~ • (-¡) e 



identificado como· un citocromo <?5 la 

o~:ido5a terminal máe ampliamente dist1•ibu1da entre las bacteri.;;s. 

A dife1"encia de las o::idasns tipo §.9
9

• las propiedade: funcionales 

y espectrales del cit Q ml.1estrari diierenc:ias signiticativeis con 

t"c.>spr""c:to la D>: j dasa mitocondr1al. propiedades de 

o:: i de ;:.¡?,.t;: 

una proton-mot1-i;;:, 

habilidad que· se ha t"epor·tedo para al9L1nam 01:id~sas del tipo 

mientras que para sólo dos del tipo Q <15,26,30,31~ 32, 34 y 38>. 

Las ox1dasas bacterianas tienen caractet"~tic~s rel.:.cionadas 

con la adaptabi l idc.d y 1 ?. d l ver~-id.:.:.d me·tabó11c~. ] os 

microorganiamos. En pr"imer lugar· su e~tesis <o ~u d~tectAbilidadi 

está su,ieta Ltna regLt 1ac:i0.1 dramat ica en res.:iuE·~ ... t¿. 

condlc1ones ambiental E!S prevalec:1en"te~. ¡'..)] gun<E-s 

multifuncionales pues-ca que e;:isten en::imC\<Z pueden otros 

.::i.ceptores adt""o"más o en luga.t"' del o::t9eno, o l¿;_ po0>ib1i2cJ¿,i;J de que 

al algunas o:~id~saG actuen como prote~as que 

Fin.=ilmente, aú:i má<:0.. ss ra1·0 que una un si $tE?m.;:. 

respjratoric ne ramificado terminado pot• uns ~ol~ 0:·1d0T~. 

e i toe romos ~9, Q, primeros::, se h.:.n 

el c1toc.1~omo ~QJ. se le hc:-. .:.t1~ibu1do má."'-· l:.::.e:--. E·l r--:!pL-1 l~u111"~' n1t;r-1-r;o 

9 



El e i toe romo g_, qL1e es part icu l a1~mE-n te común en bac ter•i as 

heterot1~ofic;;;s Qram ne9ativas, funciona como , og idil-sa·: te-1~mi na l 

C17). lniciBlmente se .. considero el c:itcié:ro.mó·-a. 
• 

~~-m~. ~~: i da~a, sin 

embargo este ci-t'ocromo es el menos entendido. Recientemente se ha 

cL1est i onado tan to SLI pe\pe j fisiol~ico como Sll cc:.racter•l ::ac ion 

como e j toe romo fil.· 

hon descrito los sistemas 

P~pecles d12l gént'~t~o Ba.ct:l.l.us (8. subt.il.ts. C40), 8.cere:-us 

tjpo ~-D.~ y Q (39,40)-, 

h.=> demost1·ado SLt capacidad como-bomba de protone·s (::.\~1. 

Una c::ce·lentE revi~ion de estas o:-:idc::.sas fLCE? p::::ir 

Pool e en 1983 (27) • en donde puede encant1~arsc> un¿; 91·¿-(n 

informacj 6r1 de 1?stas en::ima;. Est¿, tesis se c:entrE11·.:, :::ciLrE· 1 ¿, 

e j tcicromo o:: idas a t ipc. ª-.Cf!. 9 • 

En Baci.l.l.us cereus se na dEi;:.CI" l to la pl"C'S'.?rlC.: J ¿, OE l é\S 

o::tgr.-no 

y la fLtente de carbono El El 

sistem? resp1re1tario de B. cereus es Gl s»Jgu1ente-; 

NADH FF-·N " "" --- o 

" 
/ !:>40 • 2 

Mi.: b / o 'b .>--- (1 

/ :;~:; ..... , !:>62 2 

SUCCHJATO FPs d o 
2 

SF. puo:;:de notar. E-1 

SLtStrcitos reducidos del ciclo de los a.::1do!:'.: trjc¿•rbc;:i.lica~. y O<:" 

1 () 



un sector de e i toe t"'omos. Este ultimo, está unido a lñs 

de~hidrogeriasas por medl o de la menaqL1inona.-·. El· Í'JLl':1~º de· 

r·e<.mific.:tcion de la cadena se pl'°"nt«?a en ·El ~·i~:~C~·timO ·,·;.·g:~~5 ,: ... ·:_de:• 

donde_ loi;; eli?ctr_ones pueden se1~ .. trá~'stef'-id~s-- par··.'- ·y·,a:t-;.:ias·: t"'L1tas 
··-:··: :'.ü º''-:: 

hac:it1. el o::tgeno- lJna es_ ·pcir mediO. 'de-.: 10-~'.-._"~) .... ~~-C:to'~'~.~'· ;.;~;~--~---/:y.- _Q..f.
9 

ott"'a pot"' medio _del 

º-· 
EStoi; SE! ob::t·:~;~-i-~-~:a_n 

- - - _-- ., -. -_-_ -:·'_ - . - :--- - ·'- - . . - - '' . -- -:-· ; . -_-: 
'resUit.:\do5 datos 

esp~c_tro_foto~é-tt .. _ic_o_s y·. a las ci~é~'ic~·s· _d-e reaccion con el o::tg<=:·no 

carbono, e.n 1ºrc:ic:c 1 anes 

pur·"ifiC::at~ 1@.s Ct:-:idaSas de este corroborar 

dichos_ resultados e inét icos, y p¿.,ra hace1~ 1 ¿. 

estructural y fun~ional de_esta~ enz1m~s. 

En el ~resente trabajo 2 l ::::- l ,;;m:i •:-ri t;.::;i 

pLtrificac_jon de la c:itocromo o:~ i de>. se> aa de B. 
-9 

cereus. 

1.:Da constituida por 3 polipé,:itido~ con peso~ mc,lec.:1.tlar•.=..ói: 

y 19 l~Da, y que dci seflales eGpectrales de hemos fil. y 

t:.or1 

de 1" pt i íi•~ ¡-¿., 

presentando. además de 1 ¡:;, de hemos 

]¿, i:;;r.::lm~. 

)nclu:::1· • .-i~ 

de e i toe: romo$ er, 

1 

L~ ot1·¿-

de 

de 

\'.?nl ~::e.de. 

el 



citocromo !:;. se encLlentr.:.:1 en las mismas fraccione::. que el cit 

(39). 

La o::idasa E'-ª.
9 

es capa:: de o::ida1· al TMPD y al citocromo !;,. de 

1 ev¿;¡_dL\t.,a pres en tan do dependencia de d eteirgen tes C Tri to;o X-1 (i(I) • 

Por otr·o lado el complejo ~~9 tiene una activid~c! mayor en l .o 

o::idacio.1 del TMF'D no viP.ndose estimulacion por citoc1.,omC1 s.. 

das 0::1d.:.sas presentan Ltn compa1.,ta.mi en to anomc.;1 ci en iiltr-ac:io~ 

molecular dando un peso rno1eculat., de 165 y 15'5 l.Da p-i0.•1·.o. §.§"~ 9 Y ~~-:: 9 
t"'espec:tivamente, p1_ .. obablemente poi., la -fuerte:_' unión d<? molé;::L1las de 

hab12r sidc 

las en::imas. 

Este es el se~undo t"'eporte de la ¡::.urificacior, Ce 

@ 9 de una especie del 9é;;e1"'0 Ba.cil.Z.us. 

le 



ANTECEDENTES 

Ci tocr"'omo o:<idc?<sa cia de bacteias. --· 
Como ya se menclono, la o::idc;sa bacterianci. del ti_po ~9 es 1,;:i. 

que más semejan;:é\ tiene con la enzima_ mitocondrial. Aunque no 

le. o::ldasa con m.::1yor ocL1rrencia entre las bacterias, e$ la qL1e más 

at!-Z.'ncj óri ha l"ECibido, proba~le-mente pc:Ír SL1 =:emejan::a ¿1 la 

mitoccnd1·1al. A d1ferenc1a de esta última, ! a en::ima bac ter- i"•n.;; 

tiene una est1"'L1c:turü más simple, 2 o 3 si.tbunidades, compD-t"adc- con 

lcis 7, o mas subun1dades de Ja mitocondrial. Por c·l ccnt1·.:;1·ic.. S\ .. JS 

caract~rtsticas espectroscó;Jicas y funcionales son muy 

Esto es, poE";een le<.s seriales espectroscópicas de.> lo~ hemos ~ y ?.:~ 9 , 

y O}:idan a un citocroma f;. reduciendo el D
2 

a Bgu<Ol. En 

de los c~sos ~studi~dos las o~:idasas b~ctc1·1anas posee~ 

de bombeo v~ctorial de pt"otones, como la en=11na m1toconcr·1~l. 

El prirnet' m le t"oorg an l smo de'! 

citocrornos í"L!E' B . .:subtilis <27) 1·evf';l.:-,ndc1 Ltn.::-, bi\nd.;, de ,:ibso1··t;'"'nc.1c-

Ltnei gra.n vat·iedad dE· bi'!:terias. coe:'.ist1enao <en la 

ellas) con el citocromc o. S1n embargo, 1 "' 

e. p.:.ri:: l r sé>l o e-s:pec le;;: 

bacterianas. 

A diferenc1a de que el donador ~atur~~1 de el ectront-'O:", l a. 

c!tocromo 0::1ac=.s2 m1ticc,ndt'JC1) e:::; el c1tocr·'c•mo ~. 1 os el t oc.:. romc~, 

son otrF.Os 

0::1da~~s. el punto de r~m1t1cac1~ puede ser· un c1tocrom0 ~o uno 



i;_ <por e,iemplo en Ba.cil.l.us meea.teri'Wn, l6). 

En la en::im"a mitocondrjal, y en los siste'más b~'cter i anos 

los que se ha estudiado en d~talle, los ~os ~em6s :ª_se encL1entran 

en ambiente5 r.:.dicalmente difer•entes .. Uno dE. ·el·lOs .. -<el hemo a ; 
-9 

reaccion.=. en t?l est.;1;do ferroso con 0
2

,: CO y.·o"tiro·s figandos, que se 

unen &n la ~E?>: ta po~ i e: 1 on y en el eStado· férrico 

cianLtt°'O• En l~ mitocond1°'i.:., dos atomos .. de cobre son 

poi°' ~LIS propiedades 

primet°'O!: reporte.e Sob~e c:'itocromos 

Algunos de 

'aa·' bacterianos 
~-a 

carent~s 

con 

las 

hema ª
3 

o cobre no se h¿\n cor1°'oborado en lo=:; repor-te:;;.; reciente~ de 

estudios con la en=ima purificada. 

Las principales _caractertsticas espectroscop icas l C>S 

citocromos "ªª-s' son SLIS banda~ de·absorció!l en el visiblE> de 

forma reducida de la en::ima a 600-605 y 440-445 nm. Cn 1 CI en;:: l me:. 

mitoc:ondrial, la banda a e5 debid¿¡ p1·incip¿;Jmi:::nte ~l c. l i,c,c romr:i 

-ª' mientras qt.te los citocromos ~y ~9 contribuyen i9t.1¿·,Jmt-.·nt.t:..' 2 

banda de la re9ion de Sor~e::t \27) prop1edr:<de::. dE:'} 

. e i tocromc• a2 en -s Thi.oba.ci. l Z.t.ts <19) Nitrobacter 

espec 1 es Rhodopseudom.ona.s ( 1 1 ) 

simi1.=ire:-?: .::i los de Para.cocct.t.s dertLtrL/icart.s y dt=. rn,tc,:--:.·r.::!:-i:.. (::7"i. 

The.:-mus 

therm.ophil.us copurific.oin con un c1toct~omo ¡;_ ~on un~ 

::- ::. • ::.:1 :· 

NC.trobacter P. 

cnch<:c. il/Ti, 

En ci...1 l 'ti vos 

1 ~ 



condiciones limitantes de cobre, el contenido de o::idasa y la baje; 

actividad esta revelan importancia del metal 

en;:ima <27) ~ 

Le espectrosco¡:ita en EPF: de la· o~idasa mitocondrial 

C?stado o::idsdo, revela ·s~lamente El heme 

en 

en 

a -. 

la 

"l 

indGtectable y se cree que es porqL1e está. acoplado 

antiferromagnéticamente a SLI a tomo de cobrQ asociado <Cu o 
D 

Cu ) • 

"'• 
R~sultados analogos se han repor~ado para varias citocromo 

o;~ id¿¡sas bacterianas <27, 24). 

En la tabla I se presentan las e a r..:1c t (: rís ti e as 

o::id6s~s que se han purit1cado, a pa1~tir tanto de or9~nismos 

ne9.:<tivos como Paracoccus denL trL/Lcans c:.(1), Tfli.obo.ci. l lus novc:-l.us 

( '.24) ' Thermus t hermoph i. l. tJs ( .:'.4 ) ' Rl"lOdOp$~tJdom.onas spheo.roi.de:s 

<11), Ni..trobacter a(ji.lLs (:;4, 1(1.• y Pseudom.on.as A/'11 (::'.j) 6 

pos i ti voo. como 

peosiblcmen-r.12 Bacil.lus stearothermoph"Ll.us. J. Ba.ci l. l.us subtil.i.s 

('.;'.8,39) 

de cond le i orre::.. 

dicha activid~d e~ b~Ja ccmpar·ada con lB en=1ma mitocondr·i¿l <~41. 

impot•t2nteG en el m~canismo cat~lltico, posiblPm~~~e ~l de 

E·n:: i me, rr.1 t;oconc.iric.i c::.11 

lo !::UtnD 

rl?specto, J.;;•s. b¿icteric;:.nas puri7icc.d<.··s., E"r+ ;,::. 

15 



TABLA I. C.;1r~cterlst ica=: más importantes de l.:i_s o:: i dasas 

bacteriana=: del tipo aa que se han repo1~tado compa1·adas 
er1::1m~ mitocondrial d;-9 c.ora::ó de bovi.no. ' 

con 

----------------
F'ROPIEDAD 

E<ACTERlA: 

No.sub. 
<t.~steq) 1 

f1r2 

P.d~nitri- 1:1:1 
j(cans. 45,28,23 

T.novel.us 

Th. thermo
phi. Z.us 

P.h.. sphae
roi.des. 

N. aeL Z.is. 

B.subti
Z.i.s. 

Pseudomo
nas H!-11 

2 
1 ' 1 

32, 2:;. 

::. 
1: 1' 1 

-52, 37' 29-

3 
1 ' 1 ' 1 

56,38,21 

3 
1 : 1 ' 1 

45,~37,35 

l : 1 ('/ i 
e-.i • ::-. l 

1 : 1 : l 

1 : 1 

H. Z.uteus 1: 1: l 
47,:.1,19 

·7 

Hemos 

"ª 9 

"ª 9 

'cª'7s 

caa 
9 

"" 9 

ª" 9 

"l. Act
9 

30 

20 

40 

20 

'.'25 

40 

n. r. 

Euc~ .. ro. 1:1: ao.g 1•)ü 
_____ }_~!....5~--~---------------

cit 

Euc.a 
P. d. 4(1/. 

e: k..r_t.tsei 
T. n.30Y.· 

n. r. 

PS3, Th~ th. 
PMS+Lev-. 50% 
Euca ·,20 'l. 

n.r. 

n. r. 

Lev.::-,dL<ri:t 
EL1c:a. 5(l'l. 

n. r. 

n. r. 

I"nh. /DCCD 5 

+ + 

n. r. n. r. 

+ n.r 

+ + 

n. r. 

n. r. 

n. r. 

n. r. 

n.r. 

:1.. E:tequ1amet1· L¿~ 1·epc.rt2.d.?.. 2. F·ei;:;o molecL1 l¿i,r r·el at:; · .. ·o pc-.t· electro
tot·ee ts dG5natL~r~li=snt~. 9.Act1v1d~d 1·eJ~t1va con 1~es~1ecto ~ l~ 

en::;m¿, m~ "Locc;.-,dr1;:·l. •.i;.r::t:1-.;¡d<:.de~- rt:-loti·..-c;..:o con cJ c1t. s_ ;ncjc_¿,;:io. 
Dontle no ~parecG porc~ritiJH s~ encLtEnt··~ l~ ~ctlvld?~ ~a·:1m;1. Los 
porc:12•.t::<::e~ inli1c2r-. lo- ,:,;:t1.:1d~·.:l 1·c·l~-...t1v~ ¿, est¿ cor.-:.:.c1or1. r-=.t.1-e:·.•: 
c .. _,c¿,.c--C1-: r::•_•r_,~·•-1.:::-t-·ir-r_:-,~ P.d. 0=P.de.-nt:t.rt/Lcan~, c.~-ca.nclt:.da.. T.n .. """ 
T. novelus. Th. t.h.=Tl-L t.h&rm.opht:.ltts~ F·r·1::-.::--::r¡:;r,c·=1r.~ rr,;:--¡;;;:-,cul-:-0:.0, t...t.:v··-'

Lev¿~dL:1·-;_1, ~.1rihiL.1c.i6-, ¡::;01- [,~-;C[' •.-1 .•:::-'0;1 1r.r·,;bf.;: 1--_,:-:,-,c. 1r1hJb>!. 
n.t·.=no t•epo1~tado. 
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tienen mejo1• actividad con algún sustrato espectf i co .• Es decir, 

pot· ejemplo, el citocromo aa. de· 
-9 

P. deni tridicans,·, muestra una 

má::jma acti.vidad cuando se ensaya con citocromo ~ de cora;:on de 

bovino como donadot" de electrones. Sin embci.rgo, si se·: L1tilí=a el 

citoc1•omo ~proveniente de la misma ·bacteria, la·actividad es solo 

de un 40 'f. de lr.; .;oictividad con el donador mitoCondrfal ( 11 l • Por 

bacilo PS3, 1" 

má::ima actividad con e1 citócromo ~de la misffia bacteria, o de 

Th. the-r1n.ophil.us. el 51) i~ c:or1 c:it ~de· lev_a_dura Y. solo un 10 % con 

el citocromo .G., . ."de·-·mam·ifer•o (3}'. 

de la presenci~ de fosfol~·tdos o detergentes para SLI actividad, 

esto probablemente pre-zerva en me,jor estado la conformacion 

catalctica de la en~ima. 

Desde la propos1c10C1 de la teorla qLtim1oosmotica de."' t'il tchel, 

se planteo la importanc1a de la citoct·omo o::idasa como s j 1. 10 de 

acoplamiento. Poster·jor·mente en estudios basadoe en ~l coeficiente 

de cr·ecimiento de la~ b2cte1·i~s concot·dab~ con di ch.;· lmr.•l1cc-c:1or1 

dE o~: i d.:ts.:i. estudios COP célula= en t.era.s 

indicaban qLre l~ adicio.; de c1.;:-,nuro con e en t1·ac 1 on~~, 

inhibt.;:1. la act1vid¿..d de l~ 

' -. " 
y reconstitLtcio-, del la E.'n::1mc:. fue rEquer1d¿:¡. p<::•ra m.<,yc1• 

del papel de éste como bomba de pt•ot.ones. D1ct10~ ~s~t.101~~ 

ocho 

deni tri/ican.s. Th. r.f • .;.rrrv.:.phi l.u::i, 1-~::., Rh. '!Epha.t:-rold~s. N. 

h~r. 

P. 

Oe?Ll.is 0 

B. subtil.is 0 Pseudomonas 14Ml j/ H. l.uteus. dE ]¿-,~ cu~Jes !:·Ole• cin::c, 



h.en mostrado capacidad de bombeo de protones, saber, P. 

deni.tri/ican.s. Th. thermaphilÚs. PS3, B. S1Jbtilis y H. l"llteus. 

Serta interesante hac:et .. notar· de· que la en-zimas de estos últ1mos 

mict .. oorgani smos tienen 3 subunidades. 

En la en:ima mitocondrial las tres suburiidades mayores, est~n 

codificadas por el DNA mitocondrial y son estas 

qLte> poseen los. 9r•L1pos prostét1cos y como 

posiblemente en donde resida el sito catelttico. F'ensc:.ndc. en un 

ori~en bacteriano de la mitocondria, desde hac.e tiempo se han 

compar~do e5tAS c~ractertst1cas entre las en~imas bacterianas con 

la mitocondrial. La bacte1·ia que más semejan=a se le ha <:<tribuido 

con l.::i mitocondr .. ia, es P. denitrificans. Est,::._ sintet i :::a 

un sistema rezpjr~tarj.o muy semejante al mitocondri~l, 

cL1]tjva en medio ac?r~ob10. Sin embargo, la c.:::.dc:;;o;;a. 

de esta bacteria se habla reportado como ur.~ En~1m¿. do:: 

mitocondrial l~ t_iacter i en;:. fue 

reconstituida en liposomas mostrando, Bpat•entemente, c2pacid2d de 

bombeo de protones C30). No obst~nte, la eficiencia en E'¡ bombeo 

ccintr:r.: + -
1.5 H /e , r"e!Spect1v-21mente (3(1). (-1Ur, má.:::, e!, t .:1 

!3e obtuve. "l vala1~ má::imo oe bombeo Crned 1 do 

potenciom~tricamente} l ¿:; lc1.a1 electt·onE'-s 

-"-' ' Lo CLJ¿, 1 

+ 
inci1cc.1~ qLH? la relc-.c1.::.1 H /el- :-c..o·l e: ,.,;;.n(.11' i'.I (¡. t;. F·ci t .. 

otro lado, el bombeo de protones c•ot• 1 a er.::.1m:;. mi tccancJr·1¿..J 

18 



sensible a DCCD <asi como l.:i o:~ldasa ª-ªs de B. subtil.!'.s, en::ima de 

tres sL1bunid.:i.des). El DCCD se une ~. la subunidad III de la en::ima 

mitotondrial, a un residuo de glut.Amico (28). Inicialmente 

reporto· que _la O):idasa de P. deni tr{ficans no es inhibida por DCCD 

en su "capacidad" de bombeo de protones (29). Esto pon ta en duda 

la implicacion de ia. subunidad Jii mitocondrial en el bombeo ce 

pt .. otories,·.aLinque la Ltnio., del DCCD a este polipé¡:::itido no es prueba 

coMtundente que ese sea el sitio de inhibici~. Posteriormente, se 

encontr_o e1·- ge~ corres-pondi0nte a la s·ubLtnidad III en el c1•omosoma 

de P. den!'. tÍ---ifiC:a.ns. MLtY recientemente la E>n::1ma con tres 
. . 

subunidades ha;podido purificarsQ, y la tercera subunidad une DCCD 

lo. qUe P~~ede hablar_ de su papel en 

( 12) • 

la traslocacion de pr·otones 

Citocromo a-e
9 

de Bacil.l.'t.ls cereus. 

Desde hace apro::1madamente 15 ar:.=is se sabe que B. cer&us 

posee Llna. o::idasa. tipo ª-ªs <21,9>, posteriot·mente se cort·oboró la 

pres~nc1a de esta c::1dasa coe:-:istiendo con cit Q y (5) El 

nivel de estas o;~idas~s depende de la tensiori de o;:Lgeno y del 

njvel de represjon ~atabóli~a por' fuentes de carbono Terment.::1b 1 l?s 

\7). F'¿\rE?ce ser qLte 1?. o:~idasa g_ es constitLttiva m1entrc.1s que 9. SE' 

e::pr·esa en cond1c1ones de baj.::1 de O\:lgeno o cm 

fuent.es de ce<r·bono de lent,;. t(t-l l l:::E<c:;«i \/i. Con 

conr::eo1"tri:o•C1ón de-

o::tgeno y por r.c..· 



fermentables (ácidos orgánicos, aminoá.c.idos no fermentables>, con 

alta aet-"'eac:ic:o, mientras que er1 medio anaerob ico fermentable 

cant.idad de 2.E!
9 

detectabfe es _mt.nima C7>. (Ver tabla !J). 

TABLA I I ~ Conce.ntr.:.c::i óri de ~ i toe: romos presentes en membranas de B. 
cere'US' C:Ltltivadas en diferentes condiciones. 

MEDIO 

O..;.. limitado Anaerobico 

CASS
4 

G G -1\JO-<!:j;> G +/..¡O+ 
• • 

Citocroma
2 

b 
e 

ªª d. 

o 

o. 12 
o. 05 
0.07:2 
n. d. 

ü. ü44 

(1. 29 
o. 15 
o. '.21 
ü.01 
o. 154 

----------------
u.>. Tom.:.da de la refc"r-enc lD 7. 

0.18 
0.02 
o. o::::. 
(l. (113 
(l. 066 

o. 14 
(l. o:: 
(l. (11 

(l.013 
(l. t)S 

c21. La concentrac16!1 de el tocrorr.os está dc:ida_ como 
pr•otct.na memb t'c.,na 1 J calculada de 1 """" E?S'pcc t- t"o:: 
(1·educ1do con d1t1onita menos Q}:1dado con pe1·sulf~to) 
con d1tjonjt~ +CD menas 1'educ1do con d1tion1tal a 
ambiente. 
c31.1"1edio ('.:: S21c::ir·os;¿-, + e:!trZ1cto cit.=- lev~.dLira. 

«o.Med10 CAí-'lb: Hidrol1::ado de ct1seina. 
c!:j;>.Nit:ratG. El medio 1'Lte suplementa.do (-1·) o no(-) con 
potasio. 
n.d. /~o detecta.do. 
F'c:.r.::>. detalles de la. deterrriine>c1on ver r!2i.7. 

Además de las evid2ncas espectraleB de esta;: 

t1enczn efe; tos cinético-= Ot' t? '°''"'""den 

0::1di?Sc'"<S. i~·or Un& p¿i.r·t.E· €·J. EiGct.o Cll'?) r: J ;,-.ri1_•r'8 !::'.:"~.:·e 

de electron8~ qtte cede a nivel de lss 

1). 1 :::. 
(l. t)~ 

(1.(1:2 

ro. d. 
(!. (18 

nmc.J /mg de 
dift:rc·nc.1ales 

o (rE-ducido 
t E<lflp E' t'.5 t Ll r¿\ 

nitrato d<? 

rnembt"a..nc..s 



c. l s l '""_dc,s de B. cereus, muestra una inhib ici on fuerte bajas 

concentraciones de cianuro· (hasta- 5(1 µ1_) y una cierta resistenc::i.a 

a concentt•aciones más altas del inhibidor (de 0.05 a (l.5 mt-0 { 7) • 

Se sabe qL1e las oxidasas 'tjpo M
9 

son muy sensibles l a 

inhibicic:.n con c-ianL1ri;;-, 9nf6rlceS la parte má.s rápidamente inhibid.e\ 

se refiere a la contribucuion d~- ª-.§!
9 

en la oxid.;cion del Tl1FD, ]¿~ 

2ctividad con menos_sens·ib{lídad es cataliz.ada, por· le. tEor.to, por 

la o::idasa Q, __ <ve_r fig_ •. 1)_ •.. En apoyo a estos resL11 te:; do e 

por o:-:f.9eno del 

l'E>spir.!.torio completó-: (usando Nt\DH como 5ustr•¿,'(;p) y l.:< c:1r.é\1co? di:; 

inhibicion por monoi:ido de carbono <22>. En 12' figur<:> ::::: se muC?stt·c'l 

121 cinétice<. de reaccion c:on o::f.geno 1~ o:: j d;.,c ion d<? 1 

l•JADH. Como se puede observar cinéticci b1fás1c<:< 

r·evelando cuando menos dos o:: 1 das¿,s con ¿:..f j n 1 d.:<.de::, d l st i r1t2.~. 

Cu-=--ndo se agrega e i élnu ro ,..,,_ un a. concentrr1cio.; =:uf!cir,:·nt:c 

inhibir 1 a O:-: j d2.Sél cineticc: se modjfic¿¡ rt.ostr·anaws"2 

solamente la componente dE> i>lta afinidc.d. (8). en 

l.-:-. figura 3, se muE-stra la cinética. de inhibic1on p·:::or mono::1oc, de 

12. actividad de Tl'IF·D-o::id¿;sa. En este 

dos sensibilidades al inhibidot·. 

lo tc-.nto, se h~ concluido que 

t o?mb i én se obsErvan 

l~ oxid~ss ~~ de B. -. ceret.tS 

es muy sen5ib1E' a cianL1ro y .: mano::ida de carbono (f:.:t.= 0.96 µt1 y 

No obstante s& tienen bL1enos d~tos de le c;,-.1d2si::i in si tu, 
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F1gur,:1 1. Effecto del cianuro sobt"e la act1vid2.d de 
TMF'D-0::1dasa de membre>.nas de- B. cereus CLI] t1vado aerob1camC?ntE en 
un medio de s~carosa/e::tracto dE levadura (Medio G 1 ver Hateri.al y 
H~todos:.>. Las memb1·ana=:; se preincubaron con la concentr&cion de 
ICCt'J indicada por::. min a 3ü°C. L¿:, ri:-accio.'l SE inicio con lél 
Pcijr:i61'"1 de !:Ur:tr.:-,to. 
Hateri.'a.z. y Hétodosl. 

L~ ~cti~id~d s~ 111id10 pol¿:,r·ogr·~~1camente 
Tome.da de la referencia /". 

2'.2 
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Figura 2. Curvas de Edie-Hofste.·~ de la cinética de satL11·ación 
por o::i.geno de la NADH o::idasa de rnembranc:.s de B. cereus 
cL1ltivados en medio G <ver Hateriat y Hétodos) aer"ó~icame::ntE. La;. 
membranas (0.21 mg de protef.na) =:e incuba.r·on e,n .,::. n;] de.• 
amortiguc:.d.::ir de fosfatos 0.1 f1 <pH=7 ... l) a 3(•°C ¿1 le> c.on.::.entr¿;cion 
dE> o::i.f:H"'no dada y la reacc1óíl se in1cio inmedi¿:.+:::irn<:'~tc .:::.::,;-, 1.:, 
Bdiciól"I rl€" f'JP[•H C.:::::on.:.:. finaJ. ~1J ¡..11J. Ls veJocid¿::.d eso:t.:i. d2d.:-1 como 
.ó de i.1bsor·b2n-::ic:../:_• min/j(I A membran&~ y la conc:ent-r-2::-lon d~ 

O!:tgeno como ·,: dJ? s.::-.turt1Ción. Tom¿1da de la referencia 22. En el 
t"ecuadro se p1·esenta el misma el:perimento con lmM di: f::Cl'J. 
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Figura 3. Efec~~ -del mon~:ido de ca1·bono CCDl sobrfr l~ 
actividad de TMPD-o::idasa de membranae cultivadas aer·~1camente en 
mE:dio G. La il.Ctividad se mid16 pola1·09rAficamente en 3 ml de 
amo1·ti9uador de fosfatos (1.1 11 ~ 30°C a la~ concentraciones de 
inhibidor que se indice1.n, la reaccio• se inici.:. con 121 a.d1cio:-i de 
sustr·ato. Tomada de la refet·encia 22. 
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en:::ima. E}:iste también el dato de que a pesap de qLte e:: ponen 

las membra.nc:o_s a alt.:is concentraciones de CO, la inhibicion nuca 

ll~g~ a ser~ del 100 % <ver tig. 3), esto no se ha podido e:-:plicar 

(22). 

F'or otro lado, se obtuvo en "1 laboratorio L1na mutc;.nte 

carente de citocromo ª'ª
9 

de la cual no se ha caracteri;:ado la 

mlltc;.cio.;~ si reside en la slnte=:ie del hemo o en la slntes1s de la 

apoen:::ima. Con anticLterpos anti-ªª-
9 

puede verificarse la pt'esencic:i 

de 1.:, pt""ote-tna en la cél1..1las de la mutante. 



MATERIAL Y METODOS 

En el presente traba.jo se utili;:::o una cepa de 

CULTIVO DE LA BACTERIA. 

El medio· de-.c~ltiva que se utilizo fue ·el medio G 

Cl~.J, el c::ual .. c:ontenta sacaro!;.;a_0.2 ';:{, 

MgSD
4 

o-. 02 o. 005 

cuso .. ·5H20 (l. (1(15 _¡:,,,. Feso .. ·7H20 o. 0(i(H)5 

zn'so · 7H o o. 0005 %. 
• 2 

<NH) SO 0.4 

'l., 

• 2 • 

CaCl ·2H O 
2 2 

CoSU ·7H O 
• 2 

/.' 

Las bacterias se cultivaron en un fermentadot~ de 

B. cereus 

modifjc,;;do 

f( HPO 
2 • 

(1. (H)t)1)2 /. ' 

20 litro5 

CCentro de lnstrumentos-UNAM> a 30 °C con ( :'üO " RF'M) y 

c.c::r~eacion vigorosa <10 litros de aire/m1n). El CLt1tivo SE· lMÍCló 

con 4 litros inoculo, procedente cuando menos 4 

tr·ansferC'2ncias. Con esto a!:H?9Lirt::\rr1os J,,; sincronk:I del cu! tivo en ur1 

95 ~~ . L~s célul~s se cosech2-t~on dos horas después de haber 

concluido "1 crecimiento vC?getat j vo, momc:-ntc, en CLl81 la 

e:.:p1~esiól1 de los citocromos es má::ima \6, 7). se LlSó 

une.. centrtfuga de flu,ia cont1nLto $hc.rples t1od Tl, l.=. de 

células se lavó 2 vece~ con ?mot~tiguacior de Tr1s-HCl 50 mM. 

5mt1 y CaC1
2 

5 mM Ci.;mortiguc.dor TCM>. La c.élLt1 c;,s S·E 9L•c1.rdc::1ron en 

pastlll? t-1úmedci ¿i -7(1°C hti.str.- st.• L•tili="1c16ri. 

Lae céluJ¿i5 t~esusper1d1oas en amortiguador TCl1 se .ron1pieron en 
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un fracc:ionador DYNO-MILL <Type h".DLJ con pet•las de vidrio de C•.. a 

O. 2 mm de diAmetY.o por 45 seg 

PMSF Cinhibidor de proteasas) 

<ciclos 'de_ 15 seg) en presencia de 

1).1 ml1.: El homoge?nado se filtro 

par·a eliminar las perlas de vidrio, y .se .centrífugo a 10, ClOOxg 

ap 1·0:: i madamente, 

eliminar la ~ared 

en una c:ent.rlfuga Sorvall CMod .. RC-5B> para 

celul'ar~ .El sobrenadan te se centri ·fugo 

pastillc. 186, (lt)(lxg e.n una· Ltltracentt_•Lfuga :~eCl~man. (Mod. L7-55) .. L~~ 

de.- memebranas se la'ió cfos veces ·c:é:iíi ·amorti9uador TCM 

resuspendio en el ·mismo a:mo1·1:i9.ad_or 

mg/ml aprowimadamente. 

ENSAYOS ENZIMATICOS. 

Ancorbato-TMF'D o~-: idasa. 

a una caneen trae i 0.1 

La activ1d.:-;d 

polarograt1cci.mentr=.' en u.n o:;lmetro Yel lovi-Spt·ings ([·1od. 5::) 

en 2.5- ml de una me=cla que conter1~ 10•) mt1 de fosfato de 

CpH=6.8J, 11) m~l de asco1·b~to de sod10 mAs (1. ml1 

t"'egistro l.:x auo::idación del TMF'fJ y -=:e arr2nco li'l re,:<.ccion 

adicior. d~ en=im~. 

Ai'J?;LISIS ESPECTRAL. 

de 1 (l 

rnidio 

:..'('oc 

potasio 

con la 

Le. frc;cci6'1 en=imá.tica se re=u::pendio en .;:mc-1rti9uc,dor TCM con 

91 icerol 5ü '% (\,1 /\1) {fracciones membranc.les; o amort1gLt¿ido1• sin 

9 l i ce1--c.i l solL\bl 11::c'">d?s·1 y L1r-. 

e:;pc;:.c t 1-01'0 tóT1n1et ro SLM-Aminco 

amb i en tE· cm p¿;..sc• o¡;:.t1col o 77 ;nrn ¡ • 

conc~ntrec:ones de c1tocromos se los 
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diferenciales <reducido con·ditionita menos oxidado con per"sulfato 

o reducido con ditioníta· +CD menos reducido con ditionjt.:,) de los 

fracciones a temPeratüra ambiente.Lcis coeficientes de .-o;b~artividad 

molat'• us.ados fúet .. ori: .f=ito~rciffio, 6(13-630 nm ( 4<)) ' 

. ·- ..;.:l ""--:1. ·. 
ci tocr"om~ Q.,. _20-_·mM.: _c~ :. ,- 563-575 (40); citocromo s_, 19 

. . 'J ' ., 

550-s.qo <40>, é'i:t·oc·romb'_ ·~.3 9-CD, 8. 1 
-:1. -:1. mM cm , 590-605 (5); 

ELECTROFORESIS• 

La electroforesis se r~al1zo en un¿,_ cf,,.;1ic0.ra Hoefer <Mighty 

Sm.all II SE 250> con refrigeracio.1 <4 °C> de acuerdo con el método 

de Laemml i ( 20) • La electroforesis se corrl o en gelE'S de 

pol i.acri lci.mida a] l(J 6 12 'l. con LaLll"i l sulfato de litio '·" ele 

sodio) al 1 % a 1.5 mA por carr-il usando a~ul de bromafenol 

m¿:¡t-car el frente. Le;: bctnd2s dr~ protelnet fueron ter.idas car. t~,;:-ul de 

Coom~sie. 

DETERt-111\JHCION DE F'ROTEINA. 

Se util i::-o el método de Lot.-Jry l.23), modificado por Markwell y 

y tosfal<.01cos. 
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RESULTADOS Y DISCUSION 

F'.LJRIF!CACJml. 

La put"ific:aciól'l d~ c:itacrosnos o::idasas bacter·ianas. ast como 

de otras pr·otet.nas lntr·tnsecils de memb 1"ana, generalmente es 

Pl"Ob lemát ica, especialmente ("') en la obtenci on de especie=-

su actividad y SLI E'StrL1CtLlr-" 

nativa y (b) parci l~ ,prevension. de agregaciones (O disperciones) 

asocoac j on "' 
disperci~) r•ee-1 evanc i a- e:.> • T¿:.les 

observaciones nos :,l'l eva_.n a tener -cUid~do en el método o eJ ti pn d<? 

detergente 

membr-anal .-

Se 

la 'Solúbili::aci.or; 

de 

de 

casi 

SL1t"factantes t.1sados· en Biolo9L:I <3>. Generalmente se 

los detergente=:-. no--i onicos' o swi tter .. 10.•ico= en l c_•s 

solubill:::acic:..¡, pL1es-no interfieren con Jc:;s p2.so=:: d·:? 

L1na en::-1m.:.:. 

todo~ los 

recomiendan 

pur1fico3.c1.:.n 

por cromc:itografta de intercambio ióilico. Los der1».·2,d~s del etci~ dE? 

polio::ietileno (de la serie Tritó'! X o E1r1j, por e3emplo>, se har1 

L1sado mucho puesto que propa1~cionc:in solL•b1ll::i1cjo.1 y retenc1on de 

la activid¿¡d cc.taltt1c.:.. Des¿¡fortun.?.da¡nente, no r"wmpen fár::1lm2nte 

las int:eracc1one~ protc;it.nc:i-pi-otetna, ~qLll E 1 pcliwr·o 

Ademas, loe p1~odL1ctos ~omer-ciale~ 

freCLtentemc;ntP s,on Jmpu1'os, y d1¡"lr::1l<.=<;: ci €: pur i f icz-.1~, ccri ti E· nen 

l '--' '-'' 



c,;;_·tc·t ~·r.r.·-.c::: ¡:, l ·f- i·-..: J ] l?O. 

rr.1..:~-.-1,;.1· cr-<.to::_,r, lCMC .::;.1'i111d.'-º q:H·_; ti (?rJ{·'f"l 

1·.·),,_:_.;_ j ri·, .. -_. ~.:-1 rnDl• •:•1 J j ' 
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las membl"'anas SI? sedimentat"'on 1 86, (l(H) ><g • La pastilla se 

resLtspendio en una solucio1"1 de LiCl ~.5 t-1 y st? sonico por 10 rni n. 

Las membr-arias se- sedjmentaron. Antes de segLtir con el 

solt.•bili;:é\cion s·e decidió anali:::ar la actividad en las 

proceso de 

fr'ac:c iones 

resLtltantes. En la figura 4 se muestran 1 as actividades en lo!:: 

los tratamientos con sales biliares y con 

clorulo de litio. Como se puedE observar, 1" actividad de 

T/1F:D-o:~idasci. de las membrancis despt.1és del con sale,os 

bilia1"'es sin sonicar, no se .modifica con respecto a la a.et i vid¿.;d 

en amortiguador TCM 2 y 1 

respec. >, la activjdad en el sobrenadC1rite de este 

mtnim.:i (barra 3) .Después de la_ sonicaciGn, la actividad espectf ica 

de las m~mbr.ane>.s se dL1pl ica (barr..'1- 4), mientr~:i.s que 1 a. t:1ctividad 

que pasa al sobreni:ldante <b.::.:i.rra 5), aunqt.1e un poca mc:<yot· a l~'- qu;~ 

se obtiene en el sobren;;1dar.te sin son1cacio:1, Si!;¡uc mu:::r;o 

meno1• que la membrana]. Cuando las son 

clorut·o de litio, sin son1car, la actividad e~pectfic~ cec~e en un 

6(J '% (bi.1t"'r.,_-. 6). E~ta actividad decae aúri más s1 

sonicacio.'l en el tratamiento tbar·ra 8). 

se lnClL!)"C? 

De acL1erdo con estoG resL1lt~dos SE decido efectuar solo 

tratemiento can cales biliar·es eliminando el pa5~ cnn r lc>r•_1:·::. 

litio, PLl<;>sto que en é:te último se pierae la mayor 

actividad. d!?spu é~ hi.'.ber lav.-=.do 

:.1 

l :·. 

.j r_: 
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1-"19ut·c.:.. Lt. f...ctivJdad de TMF·D·-0!:1d21S<7' de;; 10s ·f,.-.:;,ccio.-ii:·s 
ooten~cias por el tt·atanm1ento con G~lo~ bil1~r·cs )" clorL11~a de 
1 it10 (ver· te:'.t;c,J. L"-" activ1dc;,d se m1d10 en 1:1. 1 mer dt;=, prote-tnc. 
apro~~1m?<d~.,.mer·,te de:- at:1..1e1·do a 10 téc:n1cc;. i::isp<=.::-if1c¿.tJ¿~ Er, se.::.clon de 
Hateria.l y H~todos. Fr.:icc1ones: 1.- f'lembrc<ni.•S inJc1ales 
resu=:pendidc.=: en .:.mot't19u"'dor TCf'i. L¿c,:;:- memb1-c;-1n¿,s injci.;..JC?s se 
=:ed1menti".1·on y !::é' res•_1~¿pendi1.:.ror1 en c..rnort19ue.ac.r de 
colato-ae~·c;:i.col<~1to. se volviel"'on ¿, =.ed1ment¿.r y l¿. ¿;cti·.·1dad ;;:e 
m1d10 en lé"\ p0<:::tj 112 rt?suspendidoo, Er, "''"'º''t19uc--:•.do1· TCM. 
Sobt"E·n<:;d<?,nte t''2SLt1"tant? r-n ~1 r···~-::<::>':;:('."~ .:·:-:·::.::r::..::.i •.•• - ¡~..¡LIC:oi 0U{2 En 
ei c0.~'º OG }¿, b~1·r•.::> ..:. ? d1fct·cr.c~,:. d;o..- qur= li"'S· m~:>mlJ: ;-,n.?.s 
resuspendid~s en sales blll~t·e~ ~e ~on~c~1-~~ 1 mir.. ~--

Sobr·enaaarite del P~GO antertor-. 6.- L9~ niembt·anas 1·e~Ltlt~nt0 d~l 

tr.:-,tarr,Jfo.nta de" !::C1)F:t:- bil1¿•_r··c;,s: con <o-wn1c:c.c10-,, s-;:; s0c!jm-=nt:5.r•:-: y :o:E· 
1~E"·~1..ts-.pc·r,r\JE·r<:1n Ecr-1 s-cluc10.1 dE L:.C), s0 '.'0J-~·1eo1-c¡¡ i'- ~>~~c.'i.1.cnto..: ) J •. ~ 
<;;,ct"¡v1n-:.-1 '°'º" r::::::i"-::. sn lo:- P~':o.t.·.i.il.:'t 1·u:;us:,p-:::_r,c!1c~~ •?:-; ¿.,1.,-:.i~·t,',.;:1u·:~dw1 

TCM. ;: .. :t;1»·),j¿.ij n;.:?djd::-i f"·r1 Fl •=.ctit·;:::·ro:O·dantp CiQl p,:-,~·.:-, ¿:.¡·.r.e:>1·1;:,1·. 
8.- I9t•;:-,J .:'.ll1C· en c;--j c.:-.~o 1jE ]¿>. b~r1·¿::o b n•a·: s-:;inic;;,;:_·:io-, de- l'-> rr,:· •• 

?ct1·.·1~:eC 



la .;:1.ctivid13d no SE! afec:t.::ibci. con el Entonce;;;, 

prelimJnat·mcnte se midii0 el E-fecto sob1·e la .::..ctividad membrana! en 

funcion de l,;.:1 c:oncentr¿:ición de detergente (fig.5). Se Lttil i::aron 

tanto Tritón X-10() como Sar•kosyl <N-Lauroi Jsarc:osina). Se pen'so en 

éstos pues, corno yá se mencionó, el Tri ton X-100 se ha usado en 1 a 

pur i f i cae i 6ri de la mayor la de las oxidasas, sin emba1·90 el 

Si:\rkosyl tamb i é:i se ha · Llti l i :::ado para pLtri ficar campl.ejr.;s 

respi1~atorios de Escherichi.a col.i t 18>-. -Como se puede .;;p1·ec i¿¡r 

TMPD-o:_: idas.;. no sensible 1'ritón 

>:-100, mientras que (J. 5 

dete~gente la actividad de la o::idasa disminuye ca~i en un 50 % 

F-01· lo tar1to se decidlo ut:ili:::ar el Triton x-11)(: p¿:¡r¿l 

solubil i::acion. 

enst'ly.3r 

de> l 

SLtbsecuentemente, se- deter•m1no lCt. concc;·ntr¿-,c1on d1~ dete1--912nt.e 

necesaria p.:;ra obtener le\ má.::1ma sc1lub1li::-ac1on de Jé, c.ct1.,,1dc.~d oc· 

o::idasa. Pa1·~ e5to, las membr·anas r·~surad2s con sele~ bil12r·es se 

sedimenta ron y =ie res1..1spend i e ron en Ltn amor• t l. guador d¿. Tr· 1s:~HC1 5(t 

ml1 lpH=S) N.;:.Cl 5(1 m11 con v?.ria.s concentr2.c1ones de Tri ton 

(fi9.6). Como se puede observar· la 2ct1vidad sol1_1b1li=~da Cl.LHTi8ntC:• 

casi pt•oporcion¿¡_lmente he.:;ta Uni• conce;ntr·.:: .... cf0/"1 de 4 (F'/V) del 

detergente despL1é5 aumenta un poco más ot•ten1endos~ el ma~: ima 

solLtbili=:aci0/"1 a 6 /~. La .o;ctiv1d¿:¡d soluo1li:::adE. recuc1e1·~ci.=i.;;.. est¿, 

cancentrc:.c:10.1 dE' detergente fue bLieno:\ (m¿¡yo1· del 7(1 l.) .. p.-: .. r le 

ne• di:oocn1n•.•ye. 

:;::-. 
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Fi9urr.i 5. Sr2nsibil1d.o<d de:- le. .;.ct1v1d.:::1d de- Tr1F'D-0::1di.'\s?t a. 
Tritól"'l X-10(! y Sarl,osyl de rTH:::mb1·ann:: 2i=:l,:.d2s de B. cerc-us. 
La c:;.ctiv1di"d de T11r.:·o-o~·:id,::..s{1 se:- midio coma lo descr·1to en le. 
seccion de 1-ta,eri.o.l. y Hétodos. L~s membr.;n~s se pre1ncLtba.ron en un 
amor•ti~Ltadoi· de fosfato~ 0.1 M CpH=6.8) con las concentr.:>c1one~ de 
deter9entE- ind1ce•d¿;s, por mln ;=o._ ::'.(i°C, la reacc1011 se inicio con 
la adicion de sustrato. 
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Fi9LP'a 6. RE"ndimiente> de l¿i 5olubili::acio1 de lM 2ctiv1c:i.:<d de 
TMF-'D-o>~ i de1sa de membranas de B. C(?J"e?1.1$ t1~ci tadas con sa lc=s 
biliares, poi· Triton X-11)(1. Las membr.:inas SE s:edimenta1·on, se 
resuspendieron en Ltn anio1•ti9u~dor Cver te~to> con las 
concentrc-,ciones dE· deter-9ent:e 1nd1cc;.do.s, se agitaron por 21) m1n c. 
4°C. El homogeriC<do s'=' sed1mento y le. ¿:.ct:iv1d.o.d <E;e mid10 en el 
sobrenad¿.nte y en ]c:>s. m~mt·t·..=.n.:-.<;. 1 ~ ,:.-•.-tJvicl:>d c¡uc ::e .:::::p: ~~.:. ~=- ""¡ 
J. de ci.ctividc<.d tote>.1 r·.:::cuoF»r·¿ido en el scibren~d;c,nte. L.:.. ¿,ct1v~d21d 
total se t'efiere a la su~1~ de la actividad tot~l on el 
sobrenadar.te md.s la d~ la frc.:r:cion memb1'an.:::•l. 



eepectro de absorci on del 

e::t1~acta membrc-i.nal con Trj ton X-100 y sE' comparó con el esp éc t ro 

de las membran~s inicíales asi como con "l de las· memebranc:~s 

después de l.a e::tracci óli \Fig. 7) Como se puede obzervar ·en l" 

fi9L1ra, en donde aparecen los é.•Spec tras reducido con d1tion1ta 

menos o::id.;..dc• can persulfato, la proporción de los 

Vl\t"'ta apreciableme•nte, mient1~.:1s que 1" cantidad 

citoct~omos se dupljca. Esto es consistente con la 

la c.ctividad e5pectfica. de TMPD·-o::idas.:.. 

citocromor; 

espectfica 

dL~plicacion 

Una. vez que pudimos obtener un.;i buena sol Ltb i 1 i ::.;i.c l on 

actividad en un e~: tracto qLIE pr·á~tic:amente te ni.a todos 

citocromos-en una p·ropo~"cion muy ·par"ecida a J¿, Encont1~c.~d2. in 

en el siguiente· paso con si stt.a en 

no 

de 

de 

1 ~"'\ 

los 

s. i tu 

actividad en::imá.tica del resto de:: le:< prote:ln~·-· L<7!-=:. té-::n1c<:·<:.: qu2 -:,e 

ha_n ,~pl·icado pélra separar estE" tipo sw l ub 1 e<:. de 

citocromos se b:Ol=:;an en la cro,1iatoyr-~fi.¿, oe intErcc.mb10 10;,1cw. /'Jc1 

obst~nte también 5e han L1sa..do otroE? rr,é-rodo=. como le< pre:~ip1t¿.c1on 

c:on SL1lfc.to de arno~io, de etc. 

Decidimos ensayat' la cromatograf~ en DEAE que para la 

sep~racion de las 0~:1dasas de F'S3 \:3) • El protocolo 

c.on~istl.CI ~n ciJ.lL11r el e:-:tr.=.cto soluble dE Triton, tres veces 

aplicar a un.c. cc.lLlfflné'. dE- L•EHE.-celulosa. En esto? p2_50, En El caso 

otro 

1 ¿. column.::i.. la 

mayort.a del los: c1 -i:ocromos Q_, poi~ lo t¿;nt.::i .:;q•.•l <=p p•1r:·d<:. -::c.ncr· L<;-,¿< 

de o:: l de<s.;,¡s. Entonr::os nLIE.3tr·o de 
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Figura 7. E.spectr·o de E<b$Ol'Cióf1 oel estracto 08 c1tocromo~ 

con Trj to.'l X-lüü comp.-::<ré'lciO con el e\:trc<c:to m!O.>r.it.t•.:=-1r;c:,1. Lc..=-
c-=pecti·os (1·1;;>duc1do con d1t1onit2, menos 0::1do:<dü con persultato) 
fuE>rnri registrados a :;'.(1°C come. so e::pl1ce en 1-tateria.L y J-fétodos. 
El tra::o cont1nL1C1 se ref1e1·e> a l~s rnembr.o>,nas. EJ tr~"'l.=-o discor.t1nLtC• 
se refiere al e::tr·acto de Tr1ton. 



cltoci-omos SP. d:ilr_1yo tres veces con soJut::ión de Tritón x-1úü .. 1 

1:1.~ % y se aplico a una columna de DEAE-Celulosa (liJhatrnan DE-221 

15 cm x E?quilibrad~ con Tr1ton X-10(> 0.5 'l.., Trj::;-HCl $t) 

~morti9Lrado1" de eq1.._1ilib1"a.ci~ <1 volumenJ y. c:on agua desion1 ;;::ad¿. 

~JI) volúmenes). Posteriornie-nte se aplico- un gradiente de NC?.Cl de (1 

c. 3(H) mVi de ]-¿¡ s¿;¡, 1 di si.tel ta ecri e;, J m ~ smo c-mot"t í guadot". Se 

del de 4(15 nm de 

c:itocromos) de formél·contint.ia con un__registt~ador <Ll<B :::·27:.8 U'.·ic.01'0 

51I). La o3Ctiv1d¿;.d se midio en_-200 µl de ·cada. f1'accion 6 rr.1 • 

Como se obse't"V~ en la ·i-.ig-Ura e, inicialmente :,e dett-:·cto un;;.. 

fracci<!n con senal de citocromos y con activid~d oe 

que no t:en'~ ¿i-finidad por la resina <Fr"dc:ci«, 11. Cuando se 

el pre.diente d=' N~Cl ¿o_pro~:im~damente "" J(i(l mM dF l¿;. 

un p:ico de activ:id¿i.d y de citocromo::; (F1·.:icc1on '2>. Se-

espect1·ofotométr1c~mente las fr¿c,cc:1one~ 1 V 
' ' 

~parecen en la tigL1ra 9. En le l • detectaron 

sefi:iles de todo= los eitocromos 1nclu$ivc:i de cit ~- Pc-1· ot1·0 laoo 

?.....§.9• 

es, pic::as a 443 y 6(11 ntti, mier.t1·..:o=: que p.:.1c¿c, sel'í:o<i dE C l te>C/"CHTICJ i;. 

<550 nm) y citoc1·omos ~ <555-562 nml. En ~7T~ 

c:.::.01Leo<m1no::.c1on 

?_.:~' 9 \ \,' ¿. l ~ '2 
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F1gur-.:< 8. Ct.-omutogt·¿,-fLa deJ e::tr¿ic.tc:. do: e i toci-omos en 
DEAE-Celulos~ IDE-~2). L~ 11ne~ punte~dB indica 
estimad.;.; de f'J<=·Cl our¿...nte: el 9r-2dientr= de t:::luc1ón. 
se cor-rlé a 4oc. 

12 concent1·Dcion 
La cromatogr¿o.fí.a 
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pr·ocedC?ntE$ de 1 a crorr.~togr.:i."f(.c, Fn DEAE-CelL1] ase;. Los t"'spectro~' 

reducido con djtjonita 1nenos o::idedo con p~t·eulf~to, fLter·on 
registr·ados como se ind1c~ E.'n J-fa.ter-i.ales y Hétodos. 
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tod¿¡ 

sino parte 

eluta dt:>SdE- el princjp10 di=- lc. ·cromatogrcifta. En el caso de 

Sene y Yanagita {32) se~?lan qu~ en ocaci6nes si. 1~ concentt"acion 

de dete1·gente baja de (1.5 ~: m.::oterial protei_co se pUf.?dE- pr~cipitar 

en 1.;i; column.::., sin embargo si i·a ,columna_. se lci.va solo con el. 

de equi] ibracjo.-i X-l(JO> los 

resi.tltados sori muy semc:.jantes. 

Se dec:i_d(o t'r•ata1· dE 5'eP&r~:¡...;- 1·ó5 __ Ji.tó~r~~1os de la frac.c:iori 1 

obtenldos dei paso anterior. F'é\ra -~Sto ·se- de'.cidio dilu11· l "' 

i"raccion a 2 volúmenes y .. aplicB.r .3 Una.·.s~gUnda.c:olumna de DCAE con 

~.::>.yor c~p.:'l.cid~d, · equi 1 ibrada 0 _ con Tritóil X--100 Tris-HCl 

CpH=8>. En la figura 10 se presenta ·el perfil de eluci~ e-s ta. 

cromatogt·et~ en DEAE-Biogel. Inicialmente eluye une fracc1dn que 

tiene- !::el"ial de citocromos pero qL•e no presc~n ta 

o::.idasa (F1~acc.ión ~). Despué:; de lavar la colL1mn~ cG:o c1ma1~ti9u,:-,dor 

de equilibracio.1, se lava con el mi;;;mo .?.mortiguadur má:::: 1 (1() 

mM. En este lavado se eluye Ltn pico de citocrornos y dE c-.c ti vid<=<.C:: 

CFraccion b). 

Al hacer el ~nal is is espectroscopico de en 

q ,_, C" ¡', r::: 

tiene afinid~d por la resjn~, está constitvid? de 

citocromos tipo Q., be;ja cantid¿;d de cit f;.• y pr¿ic_tice-rnen\ie s1n c1t 

c::.-toc1·omc 

(51J.S: y .;1..:; nr.;J como d;o: (lf'i4 y 6(J4 nm) 1 1 ; 
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F'i9t1rci 
la QPáfic.:1 
prot) y 

·~· 
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,_ 
• 
·~ • 
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·~-• -'! • ;, 

~ 

ln.cram¿i,toc.ir~.:-tL.: dt:- le:. ti-¿,c_c:.,o;-1 ~n í..IErlL-Eio9cl. Err 
se prescnt~ f'.-ictividad de 1Mf-·D--o::id<'<Si'l (n.:'.ltc1 O/rr,in1m9 
Absorbancia a 4(15 nn1. 
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FiaLtr~ 11. Espectros·. de c3.bsc.orcior, de las fraccioni.::0.:s 21 •.-·--) y 
b i-) de le.; crc•m?.to9raf"i.a en úE{:ciE-Biogel. Le-.:=: E~p€'c:tros se 
registr~ron a .3(1°c como lo indicado en Hat.eri.al.es y Hét.odos. 
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dE la c.=.ntidad 

eepeclTic~ d~ l1emo ~(ver adalenteJ. y la a.ctivid.:id c-spect:fica 

tenemos, h.;st.;. este paso, de 6 a 

del compleJo f;._ª§1_
3

• Por lo t¿¡nto se decid10 c:;L1mentar los de 

pLet .. j f i cae ion. 

Se r.:onsayo la. prEcipitc:i.cion 'f'.raccionada con SL1lfC1to de .:~mon10. 

la= f1 .. acc i onec 2 (a~ ) 
-9 

c01-mortiguadot"' TriS-HCl 5(J mM, Triton X-tog_· o.=• ;~ y.-sE? concentrC\ron 

10 veces cubriendo las bols~s de diálisis con sacarosa. Sn hi=o l~ 

pr·ec ipi.tác i or;~ con CNH ·> SO a 10~ 
• 2 • 

~ctivid..:td se concentr"'O en el le~·1tado- de 40 % de saturacio."l. 

el e.aso del e i t ª'ª-s. 1 a_ ac t :i vi dad espec tf i ca no a Limen t ¿¡ más que 

Lln 15 'l. .;¡,pro:~ (Tabla III). Sin embargo l¿; cant1d"'-d espec<.t1c~. 

hemo fil. aumenta -en un 50 'l. (4 nmnl hE-mo t'.lmg p1·ot: vP-r 

el caso del complejo ~9 la activ1d2.a 2lument21 .--"n 1_1n 

la cantidad del hemo s. en un 5(J /~ como f.:n e:l caso de 

lJl) 

de 

) 1 

Se pen5ó en aument€1t• un pc?,~O más; de f11 tr~cj ór1 molecular. Sin 

embargo, se enfrentó el problema de sepa1·ar el d;::.tcrgente de 

prepar.:i.clói. COmo ya se menciono el Triton tiene unEt Cl'1C muy b¿. J ::;. 

lt)~.24 ml"I) y un tami.~rl'.:l micel¿;r 9rc-nde (Ff1 prom. 9ü.n 1·,c1; r~\ rw1 

lo que pot·dCa t·esultar· problemá~1co en 1~ te::n1ca de 

pot· 

con C1rnort i gr...1.sdor :::.1n T r l "Cóf i::lui1• con ;:-1 l ·o:;rnc: 

4.!¡ 



FigurcO'I 1. 2. 
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-· 
de las de 

<Carril 2J fr"°'ccion.=..m1enta 

Mg 
DEAE 

comparc:i.ndo con el patron eltc:·ctroTorético de l.:;.s 
tntegr¿,s <Ca1~r1l 1i, corrid,::1 en e.eles dE.' acrilr:,m1da 
presenci.r.dE· LDS (1/.) 1 segúrr lo indicado en l¿._ 
Hateriales y Métodos. 
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E) d12tC?1>9ente t.1t.1JJ;:c.dc• ftti: E=-1 Scirkosil (hl-laur:il,s.-:.1·co-=:,in.:,). 

l "' 

<-">Ctiv1d~•d de la o::id¿;;is~ no se- afecte- nos 

.:i/:.,,.-:¡jc1 de su Cl"IC. Entonce>s, l c:i~; e-o: tractos de la precipit6c1ori con 

sulfato d~ ~monje Ct~nto a.:1 como ---g SE dializaron 

(pOI" sep¿.1"ada) co1 L1rnno 

Tr1s-l-ICl 1(1 ml1 \15 vol s.) ccin Tri-=:-HCl m/1, 

(15 vol s.> y se eluyo con Tri= HCl !(J mM, SarLosy1 tJ.05 ;-;; 

150 -ml'1 <fodo a pH=8>. En este paso .la actividad 

Pasner1ormente las d€-

fi) t1"&ciori mclécülar (Ultro9eJ f~cf.:1-34, 

equilibrada con Tr1s-HCl 10 mM (pf-1=8). 

0.05 i~ (ver F19. 

modifico con respecto al paeo anter1or·. sin l~ 

espectfice.. de hemo ª a.umen'to G>r. un 5(1 ;-;; (Tc::-,01;:, I l I i. 

En J¿¡. figura 13 se muestr¿¡ El 9" l e j sct.1·.-,fr.I-"':':: ::_:; <=;;·, 

Se que 



Tat-.1 l i.'I l l I .. Pltri f ic¿:¡c l oOl"1 de c:i +.oc romo Coi'l:A d.::- 8c::z.c ( l l tiS 
---·-9 

c:ereus. 

P1~ote:tna t'ictiv1r.:lr..d Act1·..1ie10d Cj tc1crc::.mo 
[::fl...!;1_0_• __ . -----~.CLL-~..!2....~.:;:L.f i ca i. ____ i¿g_+~tj~-----.--..§' _______ _ 

11embt·an:?is 

Tt~ei.ta.m1ento 

coláto 

E~: tracto 
Tr·i tón 

DEAE-Cel. 
Frei.c:.2 (aa) • 
aa9 ~P· sulf. 
amonio. 

C&mbio & 
Sa1~kosyl aa

9 

aa. AcA-34 • 
DEAE-t:iiogel 
Frac. b (ca.a ) • 
ca.a

9
pp. 

;;_:imon10. 

C.:;mbio a 
Sar¡:osyl 

sulf 

ca.a.
6 

AcA-::.4 • 

2,732 

994 85 ( 1. 5) 

126 211) (3. 8} 

15 829 ( 15) 

l l 919 (16.7) 

8 1,025 (18.c) 

6 1 , 1 ;)•:> '=:o> 

9 1,25(1 ('?~• 7) 

6 1. 520 C27. 6> 

4 1 ' 6:20 ( 29. 5) 

:: . 
u> nato Oimin/m9 prot. 12>;,c.to O/min 

84, 560. (55) 

26,46(1 (17> 

12,_435 (8) 

1(•,235 ~6. 7) 

1 l ' 56(l ( 7. 5) 

9,4:'.0 (6.1) 

6,'.23(1 \4) 

5, 11)0 ~:: .• ::.) 

<9> nmol hemw 
1'> (Vece:,<.:: de ourificc..cion). <~> (" 1 rendimJE·ntol (c;i) 

hemo e: 8.~ nmol ne~.o ~1m9 pr .. ot. 
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(1. 69 

1. 69 

~ ~ ·-·. ,_, 

G. ! 

1. 7 

._; .• 7 

8.9 

ª/mg pr .. ot. 
C2.nt1dci.d de-



1 2 3 __ 4....-
.__._-,G~.~·o~•~. \>*~_,.. ____ _,_,...~•-"'' 

.... ~ 
.. , ; __ y¡¡ 

Figura 13. Electr·oiot~~~is de 

iC.:rr11 d~s:pués de li< p1·ecip1tc""CJ0:1 con SL1l'T'citC• de am..:in1c., Cc:la ---.s 
r-;l lavada del tcriton y la ·f-itrac10:'1 molecul2.I", comp¿,r~nc::o cc::.n el 
p~tron electroiorético d& las membi-.;: ... nci:: Ln+:e9r.01s (Cnri"il 3). 
Mismas condicione5 de ]¿¡ fiQL!1-a 1~ 
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FJ.:.;OF·JE.fn'.>1.lCS DE LDS ClTOCROf10S f!..~ 9 Y ~~~s· 

Peso mol.ecular. F'&Pa determinar el peso moler:ul¿,¡' 

reali::-o Lthi:I el ec t rofore~, 1 ~· 

prez;enta el gJ?l de 

eJacrofo1~eEi_E y en la f igurci. 

cit 

obten¡;;.mc.-·=- ]os pesos de ·71 kúa pat'¿; §.6
9 

y d<? C;?.E_; • 
---9 

Estos pE>sos son cc1iiQrL1entc:s _par.;._ l..:ls · o:.:idast'l.S de tipo de 

otros microorgi;-.nismos· <ver Tabla I>. 

A p.:\rt1r• de los datos de filtruci'on ri1olecular, 

est~nda.1'es en la columna de AcA-34 para 

ceo.l 1br&cion de pezo molecL1lar. En l,o; l -:· 

le> de peso moj GCU] ¿-;,-

pt.1!' 

este> técnic¿:i es má.=: del dobll? del cbtc:n:idi:J pcr ElE>ctrofc1-='~ 1<::, 16~ 

5€: 

encontraban formando mult~et'CS par~ lo cual se diluyo 1•:• vec~s 1~ 

mue;.t1'C1. y se volvio e< correr la cromc;tog1-c1i'la de e;:clL1s1or-•• En le-

f19L1t'a 17 se p1'esent.:.-.n los pat1-ones de elL1ci6-1 en AcA--:::4 

par¿¡ el c1t ª-~ 9 concentrado i? j tra::o 

cc:ir1~cc-~pondlente al mismo citc,c1~omü dlluid::~ 1(' vG·::E:5 ('.::j(1 µ:,lmJ) El 

cc.mbíe •• Jo 

SE Gncurontr;;. 

estos no pueden aer disic12dos ~ las c0Dcentr~c1cnes F°OI" 
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'19, 
.¡. 

FigL1t·.:i 1-1. EJect1·c,for~es1~ frn eiwli;::.c.1~ilF.>..111C:2. r·to,..o·li~2di"~ como SC? 
indica en l.;., Sf'.·cc:10.1 de Hate2 .. tai y ltét.odos, de 1-r r_.:;¡',j,o.-::a aa. 

9 
;· 

~9 y e""teo.ridc;.r'es dfr pi7~-o mül()CU]<=•r.. conoc1.:io. C.srr'il 1: 
hemoglCJbine.. C~_,.,,_,,-11 ..:..: c1t S:i2:..

9
• Carril .::.: liso:::irr.c.. C.=11·r1l 4: 

e>.lcohc:..l deshjdrogenc">.SC.. C.:;r .. r11 5: GlL1t~mc.to deshidra9c::r.ci::::i::1. C¿-;rri l 
6: cit c:i.?.

9
• CClrril 7: .c..pofer'r1tina. C,:..rril 8: ci.lbUmin¿¡ bovina. 

Carril 9 cit. C:c<§.
9 
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~ ~ 3---------------------------------
~o::. 

~7 

5.4 

¿ 
"- 5.ü Hemo 

1'.".h 
4.9" j 
4.'5 J ~1.7 

4.6 -
4.~ 

4.4 ApoF 
~-.:; 

.i.1.::!. 

•1. 1 

.4.CI 

/"" 1 

-+------~-----1-------·--r-~·-·---,.---·----- ' + ___ __¡ 
C•.4 0.6 0.2. 

Figure:. 15. Curva de c:al ibraci6fl de peso 
electrofor~esis en poliacrilan1ida CFig.14>. 
electroforétic.a se 1-... efiere al Rr de las::: protetn'°"s 
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rnolocul.:<.r de lt'\ 
La movi 1 id ad 

en el gel. 
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tTI 

.3 

'" 1:• 
:::i.9" 

5.~ 

5.7 
5.'5 

5.5 

5 . .4 
;:. . .3 

e..-=~ 

:::i.1 

5.Ct 

4 9 

4_¿,. 

4.7 
4.6 

4.5 
4.4 

4 .. 1 
•l.::l 

4. 1 

-

-

--------------------·------

GDH 
¡V 

-~-, cite 
. ,,v' 
+ 

A .1:1 - --·,.........¡---- r--···-1--.--,-·-r-r---¡-··r---,·-- -r--.-,---·--r-· --1-·-·r--· 1··--1 -- -

1.0 l.'.::. 1 .-4 1 -~ 1 .E• :=:..O :;:._:;;,: 2.4 ·;,:_;-;:; A- Co .3 CI 

F1gvr~c. le. CLn-va. oe callbt•.:=i.cio., de pe?so 11;cilf'=C 1_tl;;:•r poi-
cromat:o9r2f{.¿.. en e~:clusio.t molecul¿:.r en Ultro9el P.c¡:\-~4 tver 
te~:tol. Se 9r¿.fic21 C?l }O!;¡ del pe=:o molecular cont1-.:; el c:oci8r1t.e 
volumen ae e:~clusjo.., de }¿, protetr.a valumen de e;:clusion 
{Ve/Vo). 
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17. F·cl:rori de .-,;lu510ll d·'?l cit ª-ª-
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3 

te::-Col. rr.:;;:c~ (:;). r::i t ~l..29 5¡)ü,u•J/llll, (b1 

J r: ) e i t <,;_!,.1~i,. 9 ::. • .11.1 µy,, ;111 • 

·2n IJl -::~c)::;0l 
y :::-:1:i µ:)/lfll. 



, 

molé:::uJ .=i.s Tritón 

que l º"'' 

no son lltÜ] 't 1 p) os de 

de.tos obt~t:nidos por' elect1~atore!::>tSl luis: ITI á.s-

Composición polipept.tdica. Como y:;;. t·-.r.:?mo:s v1=tc•, Je. mayo1"'li:< c:ic; 

caso de B. cereu::; t•·C?SLI 1 -t; O 

con azul de Loomasíe. 

71 

d1Gpa1"'1dad ~o constituye un~ 

repo1·t.o<do que las SLlbL•n l d.:.de~ 

Estas subun1d2des 

cons1 d·~,,~.;:inrWS' 

Efect.o d~ ltpidos. y dele1·gent.es. L¿i mc1yc>rL¿·, c:e 

¿>¡c;_t1vidci.d. El de D:: l do3SC1 de B. 

Ltn<:,, e~'.C.et-:c.101 er. est1:=i s0nt1CJ0. En la T.r,t'll.r, ¡ './ 

qu.:;i 

ur. 

n-=i resulto 

lo:: 



dE' 1 
la 

c-i-cocr-oo..o ¿;:,~.,_ 9 • .__c:-, .-::-i•:.:-.;-·-:.·1'''"'.:,:;12 St=
sec:cl~-n oe No.t~rt.o.l.t:-= y ,~tétr:..•do=. 

can 
c::.:·1·10 1:c:1;r-a se 1nc1c2 
Cm L.-~ do= c~1·1~11e5 



ci e 

df;o: Trito::,.-, ;,--J(_u_1 !~ act1-.·1d,=id so est1rnL1.ta ttn.:·.= Jú ·.-ce!?:;=. F'or 

fo~fol~Jdos ~n el mec10. L~ Activ1d~d no cambJ~ sobre Ja ~01c1on 

·r~blC<. IV. Dc·pc:ndenc:l? dt? Tr1to-1 X-lüú y ¿-¡solC'ct1na üc> 

sobt·i:.- la ci.ct:;vjdad de,. TMF'D-o::jdasi' dr: c1to~PomC1 ~-s y ;:_;--"''-~s· 

Conc1c1 on 

Sin c.di.::10-, 

·¡,.:; to-. ;. -1 !)(1 !J. 1 i'. 

AsoJ~ct1no de ~oya 
::r.::. µ;:;_1/rnl 

'"'• 
95 

f_15 

ca.a • 
1 ll () 

<s.> n~-..tc O/mln/mg prot:eLn,;;;.. <2ii_o:sd21to~repre:';ent:c:or.Linpr1:1rr.edir:i 
cie do~ mediciones. 
El ensayo $E> re2.l1::0 como se ind1ca en Hateri.a.Les y /'lét.odo:s. L? 
enzima se preincubó l~ m1n con las ad1c1ones ind1cad~5-

Actividad con cilocro1no ~· Como ya SE' me-:-.~1nr,o l;:--': c:1tc::·.=:-,¡,.::~ 

tipo a2 oac~er1an~s --. 
c1tocr·omos ~' pr·esent:anco dlfe1·nte 

oel SL'<:'O·trato 

tienen 

c;;ctiv1dao di:::;.pen1j len o o 

I ! • 

1os Cl"t.OCf"OffiOS "ClPO ~de: lo:;: CL\i:'.)C?S o l :spon L¿;r;ocis. 
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1 l! o 

dPi c1t:c1cr•c"Jrno dr.· Sacl"Laron~ice!O sc.~J~eutc~ai: ('...:,JE;1"1t, lypr. ll. Con.o 

?C.tl ·,¡ic._1¿,d no 

con 

::?C"tl\'Jdé<d con lo<::. das 

C ¡ tC•C 1 'C,fTIO 

cornpleJo 

como sLtstrC1.to, ne. se modifica pot· l.:. ad1c1.::.r; dt~ el t: 

cornple.10 pose€"~ Ltn el to:::ror.,o c::·n el 

~omcleJo que no e~ un c.t.ro~ el t;oc rc;mos 

Tc-:~bla v. Activ1oao ce TMF'1:1-0~:1oa!i-¿;._ del citoc1-omo z.s.
9 

en presencia dE ci tocromo s dE· co1·,:..=or-. cie bo\1ino a de le•.1adura. 

Condicion i~ Activid¿¡d
1 

-------------·------

Cont1·ol 1 (1(1 

Ci t e Be.vino 104 

caa 
g 

le)~) 

11) 1 

tt) Act1v1da~ cont1·01 
prot:~ \.ri~. 

H '.:.o<:- d2t:o:= 
e:: pe- r i m1211 to 
\: ¡ QL\C•Üüt" d~ 

TMPD, 5(1 µ¡;¡ 
90 de ::~.-:::.ci 

r12po1·t_.:.dos S!? 
se; ro::: al l =o sn 
fc::t~too::: O. 1 h 

les rc::;t:o l<::·. ¿_~_1to :1d.::.i.:1.:,.-, c;<::l i::1t ~-· El 
uno:. c:ubt.?ta q._!~ con~er•t.::- :~ .. ~ r.•! ne:- ,:.rnc.1·

c_pH=.:=i, 10 mr·"i ds c1sco1·b,;•to ('. 1 rr.l"'i oe 
se 1~e9lstr~a la autc.:-:1di.'lc;.or, y c::e c-;,:;:_¡1~e-de e i toe 1~omo ~' 

J.J';} de en::ima. 
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CONCLUSIONES 

:::1 c- Jogr'o pLtt"'lfic:ar ci toe romo o:-: 1cia=-i- Bac i l l 1.LS 

pu¡·¿:., Sin 

t"n 

de e]ectrones desde el su~t1 ... ato El t: l n 

p'°"'rte di? esa poblacio,'1 posee los grupos hE>:TIDS quE dar- sel'i,sl al se1· 

redL1~idos c:on 

reportado qLte, 

o::idCIS:0\5 

un 

1 a 

reductot· 

c·e.nt 10.=!d 

está 

como la ditjan1tci.. 

hemo 

entre 

pre>sent>? para 

l (1--10 nmol ... m9 

f\io-:;otros obtuvimos un v8lo1· de 8 .. 9 nmol1rn9 pi~ct.:.::·L-i¿, quf': E':': un cwtn 

sat1 sfactcirio. C271 .. 

Con respecto al paso molecular, se obtuve pc1· 

un vaJor de 71,(J(ll) Da parn ~.s y 90,0(10 Da p.:-.rc:o t;..? .. 'ª
9

• Estqs p¿-so:= 

estan dentro del p1"'omedio r·•po1•tado para &St~s o::ida~as (~7J Sin 

embargo, el pesb moleculat• de nuestrasenz1masus~ndo los ae 

Da que no co1nc1de con los d~to~ anteriores e~ l~s geles. 1-·ens&R18S 

o.~ Ti·~r~'l 
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lU 1-.Jo obstante, 

e::•s mi'lyor· que el peso de la_ en::ima 

ESTA 
SALIR 

bc:.cter1an¿,s 

cere=-u.s, 

inh!b1dOr 

completa. Al 

TESIS 
DE lA 

oe 

NO DEBE 
BIBLIOTECA 

::ur.un i a.:..d22 

cot·r i mi en tos .:1nomal os de las subunidades de 

Como se demostro, Ja enzima. reqL111?re oe la p1·c::=:enc:1¿~ de 

Tr·itón para pre=:ent.:..r act1V1ded. No requiere de tos:;fc:l ípl uo=.:., <_,] 

ni~no~ ce los p1•ooados, para SLI act1v1¡:J.;1.d. prob.o.r·on 

concC?tra.c1ones de ascilect:in..-; de 70 14(/ ne. 

efecto En la ~ctividad (datos no mostredos> 

Con r·especto a la actividc;.d con e i toc:r·omo 1~ 

em::1ma mosrto est1muJac1on con c1t ~de le:vadur?, mie::ntr¿-,;: oui:o- cor, 

el de mamtfero no tuvo cambios. Se puede especul.o..r qLtE.' 

ci.ctivaciOl"l flt'Jr el ce levaoura se 

fj 109enét1ca. 

Se piensa seguir• investigando sobre las p1·op1eciades ~ funció~ 

, 
l • act1v1d¿id del ccn l~ 
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Sl está en LLn;.:;. ~ubun l dad POI" Tambj én, 

c.:on te?ncit~po a.:.. -, posne la apoen::1-ma. E$ti;:; podrk-.· demostrarse con -· 
el L-so de c?.nticue1·pos anti ª-ªs" 

En est~ tt·abajo se desc1~ibe la pLÍrJficac:iór1 de lci. o::¡daGe. s·~9 
de Ltne bacterii:'I. del 9én.e1·0 Baci..l. l.us. Sol 6 se conoce Ja enz1mc:. 

otra. bacteria-del "género <B. subtil.Z.is.), ·y -tiene 

tamb1én posee 3 subÜnidades con 

mc•lecLtlar-es semejant.es, aLtnque se ei:isl a como aa 91n --· clt 

unido C4ü). 

6t) 
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