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CAPITULO I. 

INTRODUCCION 

I.1. CARACTERISTICAS GENERALES DE LA FOTOSINTESIS EN BACTERIAS. 

l ~ :::. i ·::J1.~ i 1~nti:=: r 1-:-:acc i ó1·;: 

la mayor·ía de las bacterias 

por van Niel en 1935: 

- ·- - -- -~ \ (.i-/~()) .f. ~). 

el agua es reemplazada FOr otros t·eductores como el S 2 

hidrógerio molecular~ Asimismo algunas bacterias 

fotoheter·ott·óficas, pL~eden reemplazat· tanto al agua como a los 

redi~cidos t.ales como el malato 

i nt.~rv i en·~n •2n 

definidos en ct~atro fases 

los pigmentos que contienen bacterioclorofila y carotenos, 2) 

reacción 

tiacteriocloro·fila y bactereofeofitinal en donde ocLJrre el proceso 

El 

transpor·te de electrones inducido por el cent.ro de reacción, 4)la 

7 



1_.¡i:.j l i:z:cl'j¡::1 ¡::··ai·c.. ls s1ni:.1~·::-:l'.::. dF.~ riTF'~ 

{ [:1 ~1"''~~s, 1 ·?J::::r~.) . 

L:.t .21·,,::r .. Ji..:i. .j1::1-1-..2 •. d;;:. ,ji:;: 12, :.1~,:: .. 

al de mitocondria~, 

membrana impermeable a protones ~s l4tilizada por la ATP sit1tetasa 

I.1.1 PRINCIPALES FAMILIAS DE BACTERIAS FOTOSINTETICAS 

Las bacterias fotosj.11t.éticas comprendet1 seis familias: 

Ciatiobacteriaceae Rhodospirillaceae 

Chrc1rn21t i acea·~ C 1Ot"Of18>(aC1:::8.(~ 

Ch l 01·"'ob i aceaE: Halobacteriaceae 

lo.s cianc•bact.erias lct 

ye;, dc1~:.;; 

fotos i st.ero;::ts. El citoplasma de las cianobacterias contiene 

memb ~- at·1a les llamados tilacoides. Jtjuchos gét1eros de 

cianobacterias son fotoat4totróficos obligados y algunos géneros 

son capaces de fijar el N2~ 

Las familias de bacterias ·fotosintéticas que llevan a cabo 

hidrógeno y substratos orgánicos. Estas familias se 

dividen ~~n familia Chroroatiaceae o bactet·ias 

Sulfurosas y las Chlorobiaceae o bacter·ias verdes sulfurosas~ 

que son anaeróbias obligadas 1 estas famj.lias sot~ fotoatotróficasu 



ne 

1~1 CO:.::: .. 

de 

ut.il t.z2~t- el H~;:· pc\1-~ ... 1·-edu(:i~~ el CO::., •'.Cla:/ton y Sistrorn:o 1·:~7~;::). 

LEt farni 1 ic;, de Chlc•rofle>~aceae:- pr·,;;:::121·1·l:a un;;1. ::i:1l .:::1 1::.:sp1~.!Ci12 

2s capaz de cr·ecer fot.oautot.róficamet1te 

y ''"" 

fundamerrtalrnente t~n organi$mo fotorgat1otrófico:o 

con fc1t.c1sínt.esis ano::;igén.t.ca e• bien en condicion~~s 1·espiraterrias 

en la obscuridad. 

En la familia Halobacteriaceae~ se encuentran orgat1ismos que 

a concent1-aciot1es salinas elevadas C4.J M de NaCl) 

y su aparat.o fotosintético es muy 

dife1-·:=nt.e:- .:::11 1·est.o d~:: ls:1s dernés pt·eic..::11··ic1nt•::>s fc1tc:z.int..é-J:.ii::c1s.~ ya 

que en ll~gar de Bel o Cl 

pt·eserit.a r_.11·1a rn~~mbr2.na 

bact.eriorrodopsit1a Esta proteína comprende el 75% del peso seco 

de la membrana ~, se encuet1lr~ dispuesta e11 unG 301& c&p~ de 

cada complejo tiene un peso molecL,lar de 

Kilodaltot1es <Eisenbach y Caplan~ 1979). 



J 

J 

I.1.2.CLASIFICACION DE LAS BACTERIAS FOTOSINTETICAS DEL ORDEN 

RHODOSPIRILLALES 

pertenecen al or·det1 R~1c•do~pirill~!e~ y lle\'an a cabo fotosíntesis 

Rhodospirillineae v Chlorobiineae. 

estos pigmen·tos est~n localizados en 

zisternc1s de rn1:?rnb1·ana ·::iue ~E: inver.9in2ln 211 ti··1teric·r· del c:itoplc1srna, 

Este subot·1jen cot·rtiene dos 

familias Rhodospillineae y C~~romatiaceae. 

lld", 

lo~ cuales estén unidos a la 

Este suborden contier~e dos familias: 

I. 1. 3. CLASIFICACION Y DESCRIPCION DE Rhod•:isp i ri 11 urn rubnun 

La clasificación de 18 bacteria empleada err este trabajo es: 

Orden: 

Género: 

Rhodospirillales 

Rhodaspi1~illir1Eae 

Rhcdospirilla~~ae 

fil:Jod.Q.2E.11· i li.YJn 

fil• od O:• sJ::il.:.i.1.l'drr!. r.l!Qs::.'d!fl 

poseé una forma espiral y 

mide 0.8 µm de ancho por 7 a 10 µm de largo; se mt~ltiplica por 

fisión binaria; presi:nt.a fla912l1:is polare:s y una pat-~2d celt~lai-

lo 



rn 12rnb1·ane\ 1.::elL~l¿;tt· envuelve i!\l cít.oplr.:lsrn2•. y 1=i:1ritiene el -::::.i.s.t8rna de 

presenta unas denorn i nar1 

participan en el transporte de al~ctrones como el 

C=~ En condiciones aeróbicas zir1 luz, obtietie et1Grgía a partir de 

la oxi1~aciót1 de substrat.os org~nicos. 

desarrolla las invaginaciones llamadas cromat¿iforos. 

alimento tiene una vida media de 344 !~rs con luz y de 12 ~1rs sin 

11.iz ([iawes, 1986). Esta 

Utiliza como donadores de electt·oties y como 'fu,~nte de 

cat·bot10 los sig~~ientes compuest.os: acet.ato, but.irat.o;o propionatcr, 

pi ruvat.i:1, 1 act.at.o, et.2\nei 1 y lr:is 

21spartc::\t.i.:z, ·::il1 . ..1to.rnat.~:1 y a1·9ininfa cr bien arnor1ii:1 o hl,~::; 

poi· lo t~ntc' estB bacteria es fijadora del 1~itt·ógeno molecular. 

Bajo condiciones respiratorias las si r;:tt.i i en t. es 

en::irnáticas: fL~marato reductasa 

Desh i drc19enasa 

l es unct bc::tct.,~ria Grarn-ne9cl+:.ivEt ·=Jl~~e ci:1nt.iene en su 

memb1·ana 19% de fosfatidiletanolamina, 10i; de fO:•'.O,fatidilcc•lina y 

5% de cardiolipina 19:36). Al igual ·~ue t.odas las 

11 
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b~cterias G~am-negativa~, 

i:\bsc1rcii:~•t'"1 F·t·edorninr-~ni·.2 Et lo:;:. ::550 nrn d8bido ~ la espit·:t ll'.))r:c~ntin;:;\ y 

b) dE.· 

bacterioclorofila a los 825 t1m~ 

como eti condicJones t·espirat.or1~s, 

d1 •. 1rant..e fase fotosintética. 

actividad de NADH-oxidasa disminuye por la destrucciót1 de la 

UQ10 por luz ultravioleta <Nis~1ikawa y col 1973). 

I. 1. 4. VIFERENTES PREPARACIOl\JES VE MEMBRANA. 

Algunos 2~spectos de en 

problemas de permeabilidad esto no es conveniente íNichol l:=,, 

lo 

membranas adecl~adas para este tipo de estudios (fi9 1): 

a) Los esferoplastos o p1·otoplastos so11 pt·epat·aciones donde 

Les 

con respecto a la bacteria intacta, perdiendo el cit1~cromo e~ y 

sensibilizándose a los cambios o~rnóticos. en l~ formación de 

esferoplastos se piarde el contenido citoplasmico se denominan 

kabackosc•rna;,. Los esferoplastos 

12 



1967 pot· 

iluminación y por c:r·crft:::, ~!n t ·:174 ·' 

El empleo de estas preF·araclor1~s de mernbrana han permitido 

rn1.~chc1 

fosforilante encargado de la síntesis 1jel ATP (fig 2), de manera 

sirni la1· a la conte11id~1 en la membt·ana tilacoide del 

1978) y al conter·1ido en la membrana i nl:.ernc:l 

En est.e trabajo se utilizat·on cromatoforos, ya que presentan 

algunas cat·acter·ísticas importantes: 

llevan a cabo reacciones de fosforilación <Frenkel, 1 '~54) en 

pt·esencia de ADP, Pi y luz" 

cultivoz ct·ecidos en oscut·idad bajo cc111diciones aet·óbicas. 

el La membrana del cromatóforo cor1tiene PPiasa de membrat1a 

c1coplc.1da a 1 r.t ] Et ]<.42: 

CBaltscheffsky y von Stenjigk, 19661. 
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I. ::. HIPOTESIS DE LAS TRANSFORMACIONES 

MEMBRANAS. 

e11 otras formas de en~rgia ~liírílica. 

ATP. 1·· e sp1=:ctci 

fosforilación del ADP: 

Fosfor·ilación a nivel de ~ust.rc1to. 

ENERGETICAS EN 

d12 

sistemas enzimáticos solt~bles~ con la consec1Áente 

síntesis de ATF. 

:2) Fosfor-ilacii:~1n i:i:::;idativ21. Se t·efiere 21 aquellos procesos 

l~ transferencia de electt·ones a partir 

suzt.rat.o redL~cido hasta ur1 aceFtor r.~ 1 timo de ~'2lect.rones 

de man~t·a acopladB a la síntesis de ATP~ 

Este tipo de fosforilación esta invariablemete asociad~ la:=. 

J) Fotofo3forilación. En este proceso la energía captada Por 

de 

un trat1sporte de electr1~t1es a través de 

tilacoide de los cloropl~stos o en la membr·at1a plasmática de l~s 

bacterias fotosintét.icas. er1 tJr1 proc8~0 acoplado a la Eíntesis de 

ATF'. 

Un C:\V2.nce crucial en el campo de li:t bion-2r·;¡éi:.iC8:0 fu~ i:::l 

i:lesct~bt" i mi ent.o de gue la mayor pa~te del ATP sir1tetizado err la 

célula, provier1e de los complejos enziméticos asociados 2 las 



le~ rn 1~rnbt- .:=in2 

1986). Est.as ~embr211as acopladas a la 

prirnat·ia en 

int.etT1a la mitocot1dria y er1 

bact.erias se enc~~entra la cader1a respiratoria~ 

y 12n fot.osinté.tii:::::ts si:: encuentt· 8 unidad 

de luz, 

cetitr·os de reacciót1 y los complejos de citocrornos dot1de ocG11·re 

la fotofosfor-ilación <Nicholls~ 1982>. 

de electt·ot1es para fosforilat- el ADP es 

qui rn i c•srnót. i ca . 

.. 
¡ L2.1. HIPOTESIS C~IMIOSMOTICA. .. 

El plat1temiento r1ovedos1~ de la hipótesis quimiosmótica 
;;1 

l PC•z.t.ula '=!lle las enzimas y lc•Z· acó<n-eadcwes de elec-1:.rones est.án .. 
di3PL~9stos asimétricarnente en las rnembranas trat1sFormadoras de 

iones y Es dei:::ir 

muchas de 

con:;;ecuent e formación de L~n potencial ·=iuírnici:. de 



197'3' ) • 

bombeo de pro·t.1~t1e~ al ext.8rior de la membrana. 

el la 

F·Or mol de r':\TF' ~ 

otro protón e1~ la ecuación cort·esponde a un proceso escalar· m's 

Dado ql~e este reacciót1 es reversible~ 

1=·1·eit.1:1nes en el ·~::~teric11·· .. pu1~de diri·:;iit· la si:ntests del ATF' con lé! 

conccim i tant.12 de El r es.t~ 1 ta do de l El 

de protones tr8e consigo la generación de un 

•;:11·adient.e eléct.t·ico o potencial de rnembt·E1r1c1 \~lf') y un pot.•2ncis1l 

la diferer)ci21 de 

Estos deis parámetros sumados forman 

la fuerza protón mcitri=, qL~e no es mas ql~e la e~:presión de un 

potencial electroquímico (fi·~ 3>~ 

es el potencial electr·ico .• 11? 

' - fj.pH" es 

e)~presión del potencial químico en unidades de rnilivoltios <mV>. 
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llp = !lij¡ - ZllpH 

Membrana 

Matriz Miroc6ndrial 

Exterior. 6 citoplasma bacteriano. 

" Figura 3.Esquema general de la hipótesis quirniosmótica. RS 

significa cadena de transporte de elctrones. 

I.3. LA ESTRUCTURA O!L PPi Y PROPIEOAO!S O!N!RALES. 

La estructura del enlace -P-0-P- juega un papel importante 

en la biolog~a. ya que es la principal forma de energia quimica 

en los sistemas vivos. El pirofosfato inorg~nico (PPi) es _el 

compuesto més simple que contiene es~s estructura . El papel del 

PPi en el metabolismo se ha menospreciado IReeves, 1976), ya que 

ne. sol e· S i!'V€: ¡:.ara dc::rle dir~ccianaldidad a procesos;: 

biosintéticos, sino también es fuente d~ energi2 ~- fosfa~os para 

at&nción el es~udic del F?i en los procesos t;ione~gé~icos. 



Fa",;, 

.=,i:·=. 

PPi e1·a el de ser hidrolizado ~·or las 

F·irofosfatasas citoplásmicas fo1·rn¿tndr:1se 21s:i 

El conside1·c11· 7.ólo '~st.·~ p-=.·d=·~?:l, 

ya que ~~(1sten diferentes rep1~rtes (inciso I.3.1.) ~n ijonde se ~1a 

visti:i q1 . .:e ·~1 F'Pi •'.:!'Z f1..:ent.1:2 de fosf.:=1t.i:1s y d1:= enet··::i:í.a pa1·¿1 diversas 

en el citoplasma de células ai~imales ( Guynn y col, 1973) 

lo que n1uestra que la concentt·ación del PPi se 

enc1..-1ent.:.ra por arriba de la cot1centración predicha por el 

eqL~ilibrio de la reacción de la PPiaza citoplésmica, Sl~giriét1dose 

así l~t1a participación más compleja en el metabolismo. 

Est1Jdjos del 6 a~ 1 de hidrólisis del enlace PPi, 

distintas reacciones metabólicas. Al respecto se ha medido la 

la cu&l es muy 

parecida a la energía de hidrólisis del enlace gama del ATP en 

esto debido a que los productos 

de hidrólisis del PPi t10 son qu~lados tan fuertemente como los 

<el ADP qL~ela más fL1ertemente al Mg ·~ue al 

Pi>. 

Los valores calculados por Fladgard y Fleron en 1974 para 
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la hidr·~li~1s del PPi en el eql~il1bt·io en preser1c1a da lrnM de 
1 ' 

......., 
' 
; j 

I.3. J.REACCIONES DONDE PARTICIPA EL PPi COMO FUENTE DE FOSFATOS Y 

1 ENERGIA EN SISTEMAS SOLUBLES. 
, .. ) 

Existen diversos reportes !Wood, 1'?77; Reeves y col 1976; 
-¡ 

.J Blanck y c1:)l 1'3'::'.;7~ en don1:i12 $E p~·c1pcin•=: al PF'i i::oroci fuent.•2 d1~ 

1974) y et1 tejidos de plantas supet"iores, la cual 

cataliza la siguiente reac~ión: 

en donde se reemplaza al ATP par·a la fosforilación de la 

F'in1vato + ATF' + Pi 

a esta e1)zima ~e le clasifica como L~t1 dicinas~, 

a igz.) fosforila tanto al piruvato como 

21 



.. si rn i l 211" fosfoeriolpiruvat~ 

¡ C:c..; 
' . 

UDF-Gll~CCrSEt + PF'i •#----· 91UCDSB 1-P + !..JTF'. 

estudios de tejid1~s veget.ales que necesitan 

y la gluconeagén~sis (Carnal y col., 1979). 

Las bact12rias ;..ul fe.ter del 

1982) por medio de 

La ATP sulfurilasa prod~:a PPi 

imp1::irt.21r 

La energía del enlace es conservada por la reacción catalizada 

Acetato + PPi --~ Acatil-P + P 

y finalmente el ATP p1~ede rege11erarse por la acetato cinasa 

ADP + Acatil-P --~ acata~~ • ATP 

butirat1~ se presentan la sigL~ienta reacción catalizada por la 

Ac.e:til-CoA sint.etasa~ •:=r1 donde se ·=i:wrserv21 p8rt.e de la •::ner9ía d 12 
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ha 

la 1·~e.i:ti::i=i 1~1n 1.1+:.ili~.:8 l::t er1~~r-gic~ d1:2 hidt·r:.".1lisis par¡;¡~ feisfcirilar lEt 

set·ina, ya gL~e el ~G~ 1 de hidrólisis es de -6~7 Kcal/ mol (Reeves 

I.4. PIROFOSFATASA, PROPIEDADES 1:1ENERALES. 

la L'nión fosfoat1hidro del PPi de acuerdo con la 

F'F' i + l·bO ~·--- 2F' i . 

Se c:or1oce la e>,istencia de dos tipos de PPiasas 

<<l PPiasa Ci t.opl~srnica. 

Se encuentra en el citoplasma de todas las célL~las y se ha 

lo que 11& pet·mitido conoce1~ 

actividad óptima en rnedio ácido y otra con ac·tjvidad óptima en 

medio alc:al inc1. 

y se sabe que es una et1zima dimét·ica (dos subunidades 

la cual requiere de tres cationes divalentes para 

pr·esentar actividad. Uno de los cationes se acompleja con el PPi, 



col., 

re·~1...1lan ~1A s.ct:.ivt . .:le+.d (RLdli1·1·~t.(::ir·i y· Bu·:.1 . .::r., 197::: 

cei.tionr!!S divci.lent.i.=:::. (~<l~2rnrn1~ y' G1:?'2'.t·:· l'3'7j). 

PF'i, 

(Coopermat1 ~ 1982> ~ 

blPPiasas DE MEMBRANA 

La PF'iasa de mernbrana fL~e descubierta por Baltscheffsky y 

i::ccl 

t·i-~brurn __ 

sino también su sí11t.esis, 

transporte de electronesd 

al ut.iliza1· la energía p1·ovenie1~te del 

suc:c i noti:i er1 1 et osc1.1r i dad con F·F' i corno fue1'"1t.~ d1::: 

l.986); 

observado un cambio electrocr·~mico del asp~ctro da absorción del 

carot.eno~ inducido i=·i::ir la hidrólisis del F'Pi 

1'379). E:::. i st.e F'P i a•¿.ci. de ro~::mbt· ar1a 2lCCP 1 ada Ei 

de en n1itocondrias 

heterót.rofos como levadura ( Mar1surova y col.~ 1975 y en 

mitocondt·ias de ~1í9ado y cora~ón de res C Volk y col., 19:;::2) • En 

24 



p8rece clara la importancia 

i:crgc~ní·.;S.rnos:o 

mecanismoz que re·3~~lan y su papel en la célulaª 

Se pcrede ver en la tatila J., lc:l dis:t.1·-j_b1.1ción de .12\S F'F'ia::as 

et1 diferentes orgat1ismos~ 

25 



1. 

el i f e1~ent.es o~~ ·~a.n í ·:,mos ~ Tomado de Baltscheffsky (1986> y 

Lat.hi (l':t::Ni. 

MEl•'lt:F:~¡i'J,~1-

En todos los sistemas 

Mitocondrias de levad1~ra: 

Hí9ado y Co1~.c1:::1:11·1 de t~e-.=~ .. 

Tonoplasto sólo hidrolitica 

~lembranal Cit.oplásmica 

Rhi:idc1ps12L~dQ.!IlQD-ª.~ :.=J.§h"lt:.iJJ_qsa s. i 

R.t~1odc•bctct.§: . .t:. 2.E:.b..~~ro i!.jes~ si 

Rh1::idq.!2acter._ E'...ª 1 ust.t~ is 

f~1QQ.r::1bc\1::1:.e t:. y ir i ~:f i i;;" 

Rhod12_~.U:il1..!::!!!! r.1~~b1Jm 
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I.4 .. 1. PIROFOSFATASA DE MEMBRANA DE Rhodc:•spi r i 11 wn nd:wwn 

lss dos tiF·os dG PPiasas mencionadas. 

encor1trar0r1 que más del 90% de la activida1j de PPiasa corresponde 

a la citopl~smicE1. 

LE:i F'F'ie:1.sc1. de mernbr-an.::l de B..!.- t·L1['¿t·ur11 no ~:.i::1lc1 hidrol ize~ el F'F'i, 

-;:ir11:1 también lo :=:it-it.::t.ize. con lc1 en•2r9í.::, det·iv,~d.s1 de l2t c..:::td~1·1a d•: 

tr·ansporte de electrones~ que es generada por la luz. Asimismo se 

!·1a 1.=nc.:ont.1- Et do act. i vi dad de PP i 1~::;2 ·~n mi:2rnb1· ¡:.,n.:;:,::;:·. d1::~ B.!.. .c.1¿br·u1n 

crecidas en condiciones res:piratorias en la obs=L~ridad (Romero y 

L.a PPiasa es una enzima mL'Y par2cida a la ATPasa~ en ~~l 

s~r1tido qrJ~?. S•2 1~ncc1t··;:ia de hid1·oliza1· la unió1·1 fi:i;,fi:ianhidrcr de::l 

enlace fosfodiéster, por lo que se pensó et1 al9úr1 tiempo gue era 

- La PPiasa es insensible a aliogomicjna 

1967) a difer8ncia de la ATPasa que 9s se1~sible a c1ljgomicina. 

- Fish1;1~ y 1?.it~illcd1··y e1··1 :l9t:.·:~ lei::wc:1t"C1n s.ep211·c:11·- s12lect.ivameni:.1~ 1-Et 

actividad de ATPasa o de PPiasa con il'lhibidores específicos, 

rna:1nt.eni•2ndc1 ini:.actc1 t~na d(2 las. acti v:ideidi:::s, co1-r clo1·u1·0 de 1 it.io 

F'F'iasa. De esta manera se concluyó~ ·=iue so1·1 deis si st•::rna'7E" 

enzim~ticos diferentes acoplados al poteticial electi·oguimico de 

- Johanson en 1975~ inhibió la actividad de H+-ATPasa con 

anticuerpos monoespecificos~ siti 1nl1ibit· la actividad de PPiasa. 

- En crc1mc1t.ófi:rr1::is de B..:_ t-t~bt:.!::!.ffi. que conti1:2nen a•=t.ividad t.ant.c1 de 
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se encontro el fosf2to marcado del ~ 2P?i en el ATP. 

De esta rn5ner~ se cc•ncluy6, que Eon doE siEtem&E enzimáticoE 

diferenteE, acopladoE al potencial electroquimico de membrana. 

Al respecto de la actividad hidrolitica de la PPiasa de 

membrana de la bacteria fot.osinté,tica E-~. se i;.abe que está 

la reversa de transporte de electrones (Baltscheffsky y col., 

l 96e.J; formación de potencial reflejado en un corrimiento 

del espectrc· de del carc•teno 

(Baltcheffsky y col., 1969 ); alcalinización del espacio externo 

del cromat6foro (Moyle y col .. 1976 ) ; el transporte de iones 

C!saev y col .. 1970); las reacciones de transhidrogenación 

(Keister y Yike. 1?67) la formación de ATP como concu~ncia de la 

formaciOn de un potencial de membrana (Keister y Minton, 

(fig 4). o~idución del ~ rtducciOn del 
citoc.ron:o c2 ------, cjtocronio b 

Reduccióndel PIAD• CaJrobio en 

dependiente del ' absorción 

succinato. ~ j /. 

. i ~ PPiasa 
Transllldrogenasa />.~H· o#.- ---

i ~ 
1 

1 ,. ¡ 
J.7P 

el Espectro de 
del caroteno. 

ppj 

l97l) 

Fig 4. Re~ccion~E al~~ qu~ se encuen~r~ ~cc1;1 l~cia 15 hidrc·liEiF 

C~} PF'i, 



í~ 
i ; 

-
-¡ 

.·i 

-~ .. , 

, 

''°' l F'F' i, 

E~t.as 8vtdencias 

ca·taliza cuatro 

reacciones paYciales: 

c>I1~i~ercambio Pi-PPi; 

porque ha permitido 

los ~·asos irltermedi1~s de la actividad de sintesi3 e 

.A hidrólisis del PPi. 

cdAct.ividad de PPiasa (hidt-ólisi',;). 

Comer se ha visto~ la energía de hidrólisis del PPi PL'ede 

~ ¡ utilizarse en diferentes t·eacciones dependientes de ene1~9íap 
,¡ 

La hidrólisis del PPi regL1iere del cati¿rn divalente ~Jg2 +, 

tanto para for1nar el complejo de •1idrólisis, como para activar a 

la enzima CR~~dhall, 1979 y Celis y col. 

Estudj.os de Celis y Romero (1987), sobre el efecto de los 

cationes divalentes y de los protones sobre la actividad de 

PPiasa y de inter·cambio Pi-PPi~ a:t bajas 

en la hidrólisis, mientras qua otr·os caticines divalentes como el 

Asirnismc1 .. ( i'/o:i-PF' i) , 

divalentes libres son inhibidores en el siguiente orden: zn:::·•· > 

cu·:::· .. > M·;:i:::.:•·., 



1 /;;, 

jueo:_:¡an un F'B.F•e.l im¡:::·ot-t;:i.nt.1~ ;2n l21s f1ii:td1.1lr.i.c:ieini::~s. c:inét.icc:~.s de 12\ 

L¿, actividad de PPiasa no es inhibida por 

(inhibidor especifico de la ATP~sa) sincr que, 

<Baltscheffsky y col.~ 1968) .. Esto puede se1- e>~~·licado porque la 

ATF·asa y la PPiasa están presentes en el cromatóforo de la 

y 

electroquímico de membrana. 

La es ir1hibidCl por la 

diciclolie:~il-carbodiimida (F' i ) ' 

rnien-1.:'.rc:i.s que los d8sacoplantes (que colapsan el potencial 

electroquiíl1ico de membt·ana) tales como: gt·amicidina~ 2-6 dicloro 

(2-6 DCF'I), ::-4 di ni t.t·ofenol 0::2-4 DNF'l, desc1.sF·idinE1, 

est. i rn1.~ 1 an 1 El act i vid21d (flalt.sd-1•:.ffsky y col. :o y 

Bc.d l:.scho2ri·'sky, 19:;:;¿.¡ 

Nyrer1~ F'. y col .. ~ ( .t 9E:.-·o ~ F'l~bl .i.caron '=lth:: el FCCF' ~::st.irnulc~ lcl 

&ctividad de PPia~a en cromatóforos~ rnier1traz que los análogos 

del sustr~to como el metile1~difosfat.o (MDP>~ el. iroidodi ft.:•sfat.c• 

y el antibiótico Dio-9 ~on int1ibitorios~ 

autores y Randhal en 1979~ coinciden en que los reactivos de 

::io 



;";O .::ambios 

h.::!n vi :..t.(1 qt..~E .. lE~ .:=.:tcti ... /idad d·:~ 

baja sít·itesis de PPi. 

La F~Piasa d8 membrana. 

igual que la ATPasa~ 

particulares de la membrana~ la acción de la 

totales de soya se r8constituye la activici2Ld (Klemme y Guest~ 

1·:172)' 

blSintesis del PPi. 

La síi--·1t.esis del F'Pi SE: l lt:=:-:2'. 21. 1.::~tbo ·~n 1::r:i1·1di1::ior11~s d€! 

oligomicina t)o inhj.be~ sino qL~e por el contre1t·io estimula~ 

condiciones desacoplantes con FCCP y valit1omicina y en presencia 

ch~ lttz, t.arnbién :=.e inhibe la sínt .. :::si-::.~ L21 .t:Lnt.irn]i::in2\ , ta1nt:iién t2Z 

ya que inf1ibe el transporte de electrones. 

presencia de NaF 10 mM se in~1ibe totalmer1te la sit1tesis (Nyren y 

1=i::1l .. ~ 1 ·;¡:=:6). 

Guillory y Fisher (1972>~ estudiarot1 la depe11dencia de las 

intensidades lL~minosas para la sintesis del ATP y del PPi~ 

encont:.ra11do valocid¿~des rná.·:írni::1:S de síntesis de PF'i a int.er1sid;;1des 

luminosas menot·1~s ·=1ue la:::. 1·e.:i1 •. 1e1·idas pa1-a el ATP. 

para esta actividad es de 7~5 . 

Stt·id y col.~ (1987) genera1·on potet1ciales eléctricos con el 
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y r:k=d f.-iTF· .. ';/8 quE: }()S 

La síntesis del PPi y del ATP. 

c>Intercambio Pi-PPi. 

La actividad del intercambio 1je Pi F·or el PPi~presenta el 

mismo pH óptimo que para la actividad de $it1tesis (7.5)~ys! qtJe de 

hecho .. 

'f:l,íntesis,, Estc1 act.ivid.=1d fue desi::ubii;:::1·t<;1 po1· Vi:.:!si~.::.tet- y Mint.01R1 en 

1 ':171 e1-1 l1:1s 1::rorn~1tófi:it-os de B.· t"UbD..:!fil. 

L,z... reBi::c:1ón z12 ir1t-··1ibe F•;:11· d1:;;:::;1.ci::·1pl2r'!i-.t?.s de la fc1sfori l.;.r::iór1 

(CCCP> y el at1tibióLico S-13~ Se 

inhibe por adición de ADP~ Esta inhibición es eliminada si se 

Li:1s p1-~eit.c1ne5 y li:is 1=at.i.:it11'.':!S divci.lent.i:s ejer•.:e11 t.1n P<1pel 

<Celis y 

19871' ya que el pH afecta la Km para el Pi y para el 



F'ci:· .. o+..:.r··o le:i.do 

para la actividad hidt·olítica (Celis y col.~ 

el ~lgHPO~ con una Km de 1~5 mM. Se ha visto ql~e para la actividad 

y q1.1e F1 reibz:,blerr11:::nt:.e 

juega un papel act.ivador de es·ta reacc1~1t1. 

catalizan una rápida 

actividad de r·ecambio del o:~ígeno del pit-ofosfato por· el 

esta reacciót1 es inhibida por· inhibidores de la PPiasa 

como el fluoruro y el metilendifosfato <Har·vey y 

Keister 1981). Esta reacción se conside~a L~na reacción parcial de 

la hidrólis del PPi. 

las velocidades 6ptimaz. Harvey y Keistet· ( 1 ·:;:::::i) ' 

L~tilizEtndo inhibidores específicos encontraron ql'e es~e actividad 

a pesar de que la ATPasa 

tiene el potencial suficiente par·a 

El desacoplant.e CCCP~ no presenta tJn gran efecto sobre la 

t· ,:::acc i ..:~in~ por 

no d1:pende de ut1 gradiente de p1·otones. Esto parece estar 

apoyado por el hecho de que la luz no eztimL~l? el t·ecambio. 
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1. 4 •• 2. PURIFICACION Y PROPIEVADES DE LA PPiasa DE MEMBRANA DE 

por Rao y ~esiter en 1978d L.;::1. 1-~1 .. ,~~:irn.::1 ~-e ::ol1_~bi lizó 

p~11·-i:: i ~1 l rn12nt.e 

i~n B i c1-G1-2 l A 

enzirn;.;1. PL~rificada reqL~iere fosfolípi1jos su 

actividad, es epecifica para el PPi y reql~iere de Mg2 ·~. 

Nyt-1~n y ci:.':rl •• ( l 9:::4 i , purificat·on la enzima con l~n bue1~ 

(80 veces más purificada respecto al cromatóforo). 

contenidos de Mg~·t y etilenglicol y se purificó con una columna 

hi dt'"O>::i apai:.i ta:l" La PPiasa de membra11a es una enzirn.i:i 

dependiente d~ fosfoípidos ya que 12 adición de éstos~ incrementa 

~lg2 ·• e$ importante para mantener la estabilidad de la enzima 

(puede almacenarse dl~ra11te 6 meses a -7o·~ conservando sL~ 

El hE::chc1 de •::¡ue 1-:::l rn1:::~dio i:f¡.?. sc1lt.1bj 1 :i.zació1-1 ,-,;=qi_~i·~r·:=: 

de altas concent.raciones de etiler)glicol nos indica que es una 

enzima altamente hidt-ofóbica" 

L2l estimulación de 18 hidr-óli~is del 50% debida al FCCP~ 

a 1 i -~ua 1 que e 1 efectr:1 del 

DCCD que se observa en el cromatóforo desaparece (qtJizés sea un 

a la presencja del La enzima 

purificada es it~sensible a oligomicina y es inhibida por el 
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fl1.~1.:ir·tw1:::1., el IDF' .• el MfiF·~ t•i::i·?~~ NBF-C:l y N··-et.i lrn.: .. _leJ rnidc:1~ 

L~1 N-Et-ilíliaJ.~imida tambiét1 it·1hj.be la acli~idad de ls et1zíma 

cL~al e:~pot·1e ciertos ~rupos SH import.antes para la actividad 

en un proceso independiente de la ten1peratL~r·a~ este efecto podría 

deberse a mo1jificaciones guimicas e11 los residL~os de tirosina 

<tabla 2). 

Como la enzima solubilizada p1e1~de su ser1sibili1jad al DCCD y 

a los desacoplant.es, podría petisarse qL~e también podria pe1·dese 

la actividad de bombeo de pt·otones. 

reconstituyer·on la PPiasa purificada e11 liposornas y observat-ot1 

que la adición de FCCP astimt~la la actividad f1idrolitica en el 

liposoma~ similar s lo que OCLJt·r·e et1 el cramatóforo. Asimis1no la' 

actividad hidt·olítica se est.imula cuando la membrana del liposoma 

s:.e efectos 

(intercambiador Na-K). 

PPiasa de membt·aria es L~na enzima translocadora de protones 

acoF·lada a la utilización o generación 1je un potencial de 

membrana ~l igual que la ATP sintetasa~ 

La bomba de protones de la PPiasa de mernbrana fue 

reconstituida et1 liposomas~ lo gue se utilizó para et1ergizat· la 

rnernbra.na del liposoma por la hidrólis del PPi~ 



Adici6n Conc. Actividad de PPiasa. 

( % del control). 

PPiasa de membrana . PurifiC:ada. 

FCCP 1. 5,.. M 150 100 
DCCP (OºC) 100 ,..M 30 97 
Na F 5 mM 83 32 

1 o mM 64 11 
20 mM 45 4 

Metilen Difosfo- o. 1 mM 84 64 
nato. O. 2 mM 74 36 
Imidodifosf ato O.l mM 48 24 

0.2 mM 34 12 
NBF-Cl (OºC) 0.25mM 33 23 

o.s mM 18 7 
NBF-Cl (30°C) 0.25mM 82 12 

0.5 mM 61 1 
N-metllma le imida l. o mM 30 20 
(OºC) 2,0 mM 13 13 
N-metilmaleimida 1. ci mM 99 84 
(3 OºC) 2,0 mM 85 76 
Dio-9 (OºC) 1 5. o g/ml 80 40 

30.0 g/ml 60 30 

Tatla ~. Efecto de diferentes ihibidores sobre la actividad de 

PPiasa de membrana en cromat6foros y la enzima purificada. To-

mado de Nyren y: ffialtscheffsky (1984). 
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Tabla 2. Efecto de diferentes inhibidores sobre la actividad de 

PPiasa de membrana en croma~Oforos y en la en&ima 

purificada. Tomado de Nyren y Balstcheffsky (19841. 

Adici6n Conc . Actividad de PPiasa. 

( 'b del control) . 

PPiasa de membrana Purificada. 

FCCP 1. 5 ,..M 150 100 
DCCP (OºC) 100 J<M 30 97 
Na F 5 mM 83 32 

10 mM 64 11 
20 mM 45 4 

Metilen Difosfo- o. 1 mM 84 64 
nato. 0.2 mM 74 36 
Imidodifosfato 0.1 mM 48 24 

0.2 mM' 34 12 . 

NBF-Cl (OºC) 0.25mM 33 23 
o.s mM 18 7 

NBF-Cl (30°C) o.25ñiM 82 12 
o.s mM 61 1 

N-metilmaleimida 1.0 mM 30 20 
(OºC) 2.0 mM 13 13 
N·metilmaleimida 1. o mM 99 84 
(30ºC) 2.0 mM 85 76 
Dio-9 (OºC) 15. o g/ml 80 40 

30.0 g/ml 60 30 



la PP1aza y el complejo d~ l~c 1~TPaEG 

1:::c:~nd1·c:1si1·1 y ..:ol., 

sit·ve para generar un 

pot~nc1~l eléctrico de 15 milivoltios (rnV), ql~e re·~uiere de MgCl~ 

,, 
! 

.! 
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.l 
H 
1 i 
ta 

H 37 
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I.5. ASPECTOS CINETICOS DE LAS PIROFOSFATASAS 

dependencia de los cationes dLvalente~} 

que el Mg~~ libr·e ejerce dos papele~: L~no dotide se acompleja con 

•21 pp i 

funciona como activadot· de la reaccl~1t1 (Lathi, 1988). Asimismo se 

reacción ya qL1e se pega al sit.io acti\'O y ni~ pre~enta ac:t i vi.dad 

(B1.1t.l•"1· Y •=•:•l., 1971 y Josse y col .• 1971). Con re~pecto al 

efecto di~l ceimpl1:jo Mi;i.:;::PF'i,e::::ist.12 un~·. 9rein diver9~.::n1=i;:.. 1~nt.re si 

es s1.~st1-at.o p.t:1t·c1 la:i hidri:~:il i:;i~::.::. o s:i ~2s inhibido1· d1::!! 12t 1··1;::~"cciót·1. 

Hor·n y i::1:1l. ~ ·: 1'?67) eni::1.~'2nl:.1··¡:;1. ~.=1·· .l¿~. r:·Pi2l:.:.t:1. 1::it.oplá-.:::rn t1:E:i. di~ hí921di:i 

de rata tJn ~fecto alosté1·ico debida &1 Mg=·1
• libre. Por otra parte 

I< l 1:::mrn12 y Gues t 

en 

el al.~mento de la relacjón Mg/PPi ~ambia el comportamiento 

cinético de curvas sigmoides a cL~rvas hiperbólicas~ 

Rapoport y col.~ <1977)~ t-ealiza1··~:in un an~liz.is cinéi:.ii::c1 d1::: 

la actividad de la PPiasa citoplásmica de levadtlra; 

( 1973) 1:=::r1z:i.mas 

activadas por metales. En este roc1delo~ el Mr;i::<.:·.- libre ~::s esencial 

e1-, 1:-::specia.l p¿:1t"-?::1 la ur1ii:~1n del s1.~-=.t1··t:lt.c1 a l.é; 

1=.:nz :i. rna q 

El análisis de la reacción es un tanto complejo ya que el 

modelo get1eral es el sig~~iente (Rapoport y col~~ 1977)~ 

.::.:~: 



El modelo considera todos loE equilibrioE posibles entre el 

sustrato, la enzima y el Mg~· libre, en donde se aprecian cinco 

complejos (enzima-~ustrato-metal) foctibles-. de presentar 

actividad de hidrólisis: 1) EMg~PPi; 2) MgEMg~PPi; 3) EMgPPi; 4) 

MgEMg??i; 5) MgEPPi. 

Debido a la complejidad de un análisis a partir de este 

modelo (Rapoport y col., 1973), se obtuvieron submodelos, los 

fueron la actividad obtenid~ 

experimentalmente con base a tratamientos est:adisticos, en donde 

el modelo que mis se correlacionó con los datos experimentales 

para una cinética donde intervienen tres especies es un submodelo 

del que involucra cuatro especies y asi sucesivamente. El modelo 

rnés simple obtenido es el siguiente (Rapoport y col., 1973): 

EMg~ MgEMª°PF'i!::::=? MgE • MG:?"• .r 2Pi 

Jf JI 
E EMgPFi 

En donde se concluye que es necesaria la unión del Mg~· libre a 



er1 doride se presenta una 

.;:_¡ z:. i mi srr1.::_1 el PF' i e~:: 

inhibidor de la reacción, mientras que el MgPPi Y el Ms2PPi 

s-,t~si:.t· .cr.-J::.os de i ;:r 1· i:acc i (~1n. El modelo en dot1de el. M·a~· libre no 

El siguiente modelo flte propuesto por Moe y Butler (1972)~ 

~--------, 
·r 
MgEóc, i"gf gPPi <e Pi 

1v¡.3El11·3-.,.:'.':::=--,.-M9E + + 2Pi 

Josse en 1966 propuso ot1·0 modelo para 

pero no puede descat·t&r l~n papel del Mg~ 4· como 

y el PPi libre es inhibidor de la reacción. 

Rc..~ndah1 <1979) propone un modelo cit1ético pare le actividad 

el cual es·tá basado en el 

modelc1 general de London y Stecl~ (1969) para et1zimas activas por 

rnet.a 1 • 

1) El Ng~~· tiene dos papeles uno como activador y otro como 

parte del cornplejo de hidrólisis (!~g-PPi). 

2) El PPi es capaz de ttnirse a la enzima y no es hidt·olizado sino 

4ü 



8Ctividad de las PPiasas de memb1·ana, por lo que es importante 

de conocer los mecanismos gue regulan esta actividad. 
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-1 ¡ I.6. OB,TETIVOS • 
. ¡ 

l 
' 

lcis 

La motivació11 de este tt·abajo ~1a SLJrgido de estudios previos 

div~ler1tes y los protones sobre las actividades hidrolítica ~·de 

Pcrr tales razot1es t1os ~·arece i rnpot·tc:tnt.e 

re9t.1lan la actividad hidrolítica 

Plmtos: 

··Diferi:::~nciat- los. efectos. prodt1cidos por·- lo-:-; rnet.c:1les libt·es <corno 

suerte gue podamos 

se obtendrán par~m8t.ros cinét.icos y se estudiará lC:tS 

modulaciot1es ·~ue eje1·cen los mismos~ 

-·Solt1bi 1 izc1t· la enzima en detergente cor1 81 fin de conocer si 

-Investigat· sobr·e 

4:2 



de la F'Pia~? .• 

sobre la actividad hidrolítica de la 

solt~bi 1 izadc1, cc1r1 ~21 fin conr.:ic~21- al·;::sui-1os .=:1spe:ct.os del rnecanisrnc:i 

de 1 a t-·~ar.:c i ón .. 



CAPITULO II. 

MATERIALES Y METODOS 

II. 1. CRECIMIENTO DE BACTERIAS 

Se Lltilizó la ce~·~ sil. 11estra de la bactet·ia fotosintética 

II.1.1. 

1 í·:.:¡uido 

aJMedio sólid1~ . 

En t~n volumen final de 1 litro se disuelven: 

E::<t.t·a·=t.() ele L•?V81:ltH-a ••• "." •••• " ........ n •• ~ ...... " ........ 3 9 

El medio fl~e es·terilizado e11 el autoclave durante 15 min en 

ft·ascos de tapa con rosca de 15 a 20 ml de volwmeti~ 

solament.e 10 ml de medio. 

b) Medie• 11.:iuido 

Se el medio líqt~ido en base al método de 

Cohen-Bazire y co11 1957 ), el cual es una modificación del 

propuesto por Hunter (1950). 

La preparaci611 del medio t·eq~1irió de las siguientes soluciones: 

i)Base concentrada. U11 volumen de 2 1 contiene: 

N(CH-.,COOH),,, ....••.••.••••••.•• :20.0 9 

MgS047H~o ..•..••..••....•..••. :28.9 g 

cae l .,61-1,., •••••••••••••••••.••••• ::: • 7 -;:i 

INH4)~Mo70D•4Ha0 •.••.••.•..•••• 0.185 g 

FaS0~7H,.,o •.•••.•.••...•...••... 0.195 9 

44 



Se ajusta e un pH de 6 .. 8. 

Ef.:oT '~ ••••••••••••••••••••••••••••• 2. 5 9 

FeE.!J .. ,./H"2D ............................ 5 .. O 9 

ZnE.O.i~ 'lt-.i~·.::O ........ ,, ~ .............. ~ ••• 11. O rn·:i 

MnC 1.,,4H.,O •••••••••••••••••••••••• .l. :37 9 

CuSü451-1~0 •• ~ .......................... o. 392 9 

CoCNOo>~6H20 .......................... 0.248 g 

Na:;,B.,0.,.61-1., •...•...••.......•••••• O. J. 77 g 

H:;.::.SC1 .. 1 ......... ,, .......................... aF•rci::{ .. 4 •,::ic1t.as 

La solución se afora a 1 1 de agua destilada y se ajusta el pH 

ii>KH2P04 136 .. 08 g para a 1 1 de agua destilada. se ajusta el 

pl-I a 6. :~:. 

i i i) Acido succínico, 

ajusta el pH a 6.8. 

iv) \NH .. >,,,so ... , 100 ·=i F·ara 1 1 de a91..ia destilada. 

v) NaCl 50, g para de agua destilada. 

vi) Acido L-glutámico, 25 g para 250 ml de a9ua destilada. 

vii> Acido L-aspártico~ 5 g pa1-a 250 rnl de agua destilada y se 

ajusta el F~ a 6.8. 

Finalmente el medio líquido contiene por cada 12.5 1, las 

cantidades si9uiet1tes de las soluciones mencionadas: 

il Base Concentrada ..••......••••... 250 ml 
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ii) KH~F'c14. ~ .• ~ .• ~ ..................... q .... ~2~10 rnl 

iv) (NH"",)::.~:·;o .. l ......... "~ .. M.,, ................ 6:2.5 rnl 

v> N2.Cl •••••••••••••••••••••••••••••• 1:::s rnl 

vi) Acido L-9.l1 .. 1t.it1rnicci ..... ~.~-·~ .... ~ ..... 25 rnl 

i >::l Ac ido I~ i i:::r:d:. í ni c.i:1 •••• ~ ............. ~ 12. 5 rn•::i 

::<) Tiarnit·r¿1 .............. M .............. d •• 6. 25 ro•a 

·,·:i J Etiotina .•.•••.•..•...••..•.....••. o. 125 rn-=i 

Cl~at1do el medio esté caliente se 

forma l~n precipitado que se disuelve a temperatura ambiente . El 

medio·=~~ t.r2lnsli:.1c:ido y d·= un ·=olei1· c1ma1·illo c.lat·o,, 

II.1.:2. SIEMBRA DE BACTERIAS. 

Se tomó una muest1·a del 

inóculo para sembrarlas por· punción en fr8s~oz con medio sólido. 

F'ost.eriorrn~~1·1t~2 :::..:: inc1_.1b.c1t·on d1 . ..11·anf::.e. 12 hrs en la obscuridad pat-c\ 

gue el crecimiento respiratorio de las bacterias const,ma el 02 

presente. Poster·io1·mente se expusieron ~ focos con filamento de 

fr·ascos a L'na temoeratura de 30 ºC~ 

Una vez fo~mado el cultivo b9jo condiciones fotosintéticas 

est1E: puede con~.e1··vat·s·2 vi2bl12 pat·a t·e~i .. 2rnb1·as durante ve:;~- ic1s 

rneses. La t:•bten•= i 1:in de ·:ir a1·11jes 1=.::~.nt. i clades de b;(i:::t.er i a se t"e8. l i :;:a 
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el CL~ltivo fatosintético, el Cl~al 5e vací~ en r112tt·sce~ de 100 ml 

posible. Se 1-eF·it.e de nuevo el ciclo obscuridad-luz it1dicado para 

i::1...1lt.i.vo en 

l y posteriormente a uno de 9 l. 

II.1.3. COSECHAD~ BACTERIAS. 

a cosechai~ el cult.ivo a los .., 
' di as 

aproximadamente~ cuando este alca11zó la f~se loga1-jtmica tat-dia~ 

La Cl~rva de srecimento fue detectada con un fotocolorímetro coi, 

filtro rojo (fotocolorimetro Klett-St,mmerson). 

La ci~secha se t·ealizó por centrifL~gacianas sL.icesivas del 

rnedii:1 de cultivo a :?. 000 >~ o::i dt.irant.1: l5 rni1·11 •. 1t.os~ 

pastillas de bacterias~ las cuales se lavarot~ dos veces eti u1~ 

medio y los desechos. Las pastillas ~on pesadas y registradas 

como peso húmedo y guardadas en u11 refri9erador REV1:0 a -7o·~c. 

II.2. OBTENCION [,E CRIJMATOFOROf;. 

A partir de las ba~terias se obtieneti los cromatóforos c1~n 

el procedimiento reportado por Baccarini-Melandrj y col.~ (1970) 

(fi9 5): 
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s~ homoganizan y s2 les agrega 

bact~rias y MgSO~~ 

las 

rn in .. 

Ti- i s--Cl 

s:.e c1=nt.1·ifu·:r2 a 100 000 

-El precipi·t.ado obtenido se resuspet1de e11 Tris-Cl 50 

1::12ni:.1·.ifu9a a 1.::::-t 100 000 

actividad durante 6 meses. 

II.2.1. SOLUBILIZACION DE LA PPiasa DE MEMBRANA. 

Este pr·ocedimient.o fue y ccrl.,. 
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-. 

Tris-Cl 50 mM, pH 8.4. 

PTE O. :2 rnM 

.-.e:­

..:..·-' ;·; (v/v) 

~3e. a•:;i f:.a S.IA~VernE"::nt.e le:~. SC•lUCi1.:Sn r2n un bar:;o de hielo dtlrant.e 

20 min. S1:2 centrif1.~9Et lc1 susp12nsión a 100 000 :::; ·:i d1..irant.1.= 

ro i rr .. Se obtiene la fracción del soll~bilizado (sobrenadante) y se 

puede al rnac::en211· 

E!). ííli:JCenC1f" ¡.~n obsc1.~r i clz.,,d 2i. -71)c::• C CC1nse~·vándcise :;¡_.¡ 

solubilizado se dializó cor1tra 

Tris-Cl 50 mM, pH 8.4. 

DTE 0.2 rnM 

El primer cambio fue a las 6hrs y 81 segundo a l&s 12 

hrs; la diálisis se realizó con el objeto de ·~uitar el magnesio 

p1-esente eti el medio de solubilizaciót1. 
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c~:=.:nt t· i fu•;i.s 

~-------­

j 

- ·-::· r111·11·1 L-, 
:;i - - - - ·~~ dr . ..tr;;:..nti:~'. .20 mi1·1 a ----.. 

Se r·ecu~·era el Sott·er1adat1te t,~"2 el irni1·,a 121 P1·1~cipitado 

1 ... 
Se centrifuga a 100 000 ~~ g ijL~rante 80 min a ·JoC. 

Se r12su~.pende 
~ 

el precipit~do en 5mM y 

EGTA :3 mM y se cent.r·if1.1gc~ a ·100 000 ;:.:; ·;,:; r::ii..wanti::~ 

1 

¡ 
Se resusper1de el precipitado Ccromatóforosl y se 

determit1a la concet1traciór1 de proteít1a. 

\ 
A de 3 ml de ~Yomatóforos a 

concentración de < 70 mg de pt·oteina / ml>~ 

l-1na 

resuspenden en el amortiguador de sol1.~bilización~ 

el que contier1e: 

Tris-HCl 50 mM, pH 8.4. 

7~50 rnM 

Et.ilenglicol al 2S % tv/v) 

I:>TE O.:;;:: rnM l 
Se a9it.an los crc1rnat.6fc1ri:is e1·1 ~:::l medio de ~.:sol t4b i l 1 zac i ón 

l 
S1: -=~rit1· i f1.1·~an a 100 000 :·< :3 d1.1r·ant1~ 1 •15 rni1M1 \.' se obt.ienE! ·~l. 

soll~bi 1 izadi:1. 

Esquemct de la obtención de y 

solubilizaciót1 de la PPiasa membranal en detergente. 
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II.3. DE7ERMINACION DE PROTEINA. 

de 

sensibil1l1dad de a a 400 ~s de p1-ot.eit12,/ rnJ. 

I I, .:<. 1. f.•ETEF:t•IINACION f-'EL COl\ITENIDO C•E BCl 

El cor1tet11do de bacterioclot·ofila de los cr·~matóforos ~e 

determinó por la abs1~rción a 770 r1m de un extracto de acetona i 

(7 /2~ v/vj, 

II.4. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE PIROFOSFATASA EN EL 

CROMATOFORO Y EN EL SOLUBILIZADO EN DETERGENTE. 

La actividad de Pit·ofosfatasa se determinó a partir de la 

cuantificación del fosfat.o <Pi) de la 

hidrólisis del PPi, a 30~c en prese11cia de MgCl~. 

Est.a cletE:t-rninación ze 1-e.E1liz1:1 en i:1b.z,curidad:o Pat-ei 12vit.c:11·- 1.ffit 

motivo se utilizó un cuarto ilumir1ado ccin ll~Z v8rde (Schiff, 

1972). 

La reacciones se llevarot1 a cabo en un volumen de 1).5 ml, 

o bien, 

el solubilizado se agregaron 0.35 mg de proteína Por tubo~ El 

medio t-arnbién cont.1~ní2\ Tris -rn¿:tlat.o 50 roM pH 6. 5 F' i 1·r:rfos·fat.o 
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'I .. 
1 
i .. 

'.:::.olubi 1 iz;;~do) 

det.et·rnin2,ciones en ve1oc1i:..i2d·===- li1i.:::J~,li:::::; 

agt·ag&nd~ O~ l ml de TCA al 30 \ (p/v). 

el ·~1·1s.::~yi:1 ::1 ... · lt(lü r·prn durc,nt.1:: tOrnit·i y a pc1t·tit· d1:::l 

Se 

rned i i:'.'.I d~3! t·eacc i ói-,: 

i ) El de Sunnn12r ( 1944), con una sensibilid~d de O a 1600 

nrnoles~ 

ii) El de Chase y Shaw (1956), qLie tiene L~na sensibilidad de O 

a 70 nmc•les ... 

La velocidad de hidrólisi$ se expresó en nmoles de Pi/ 

min/mg de proteína. 

II.5. CALCLH_O DE LAS CONCENTRACIONES DE LAS ESPECIES LIBRES Y DE 

LOS CDMF'LE.JOS EN EL MEL•IO DE REACCIOI~. 

Las concentraciones de los metales libres, de los .l igandos 

(dife1-etites fot·mas iónicas del PPi) y de los complejos Metal-

Ligando CM-Ll se calcularan por L~n pt·ograma de computadora Est.e 

programa resuelve ecuaciot1es simL~ltát1eas que describen '.21 

eql~ilibrio de unión múltiple que e~~iste entre 
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Londcir-1 

PDP 11 34 ~19ital. 

Las constantes de asociaciót1 CKs> lJtilizadas se tomaran de 

¡ 
j 

l<w" [MLJ / [J>JJ [LJ rnetal y L 

1 
,.¡ 

1 
" PPi H •••....•......... :::: .. :;1 

i 
·"i 

F·Pi H,.,,, •••.•••.••• 6.0 

PPi H,,,,,, •...•.•... 2.7 

PPi H4 ••.•••••••••• 2.5 

PP i. Zn"' •· •..••...•• 11 • 66 

PF'i Ce:1'"' • ••••••••••• 5. 46 

"'' u II.6. MEDIDA DE LA CONDUCTIVIDAD DEL CATION Mg g•. 

o Las medidas d·= la conduct.ividr::.i.d d1=l cat.ió1·1 libre M·:.:i=+, 

D microcelda del tipo CDC104ee de la ma~·ca 

Cc1phe:ha9en" 

n -



CAPITULO III 

RESULTADOS Y DISCUSION. 

r~SF'EC TO~. F·r..·ELit,1I~·.)t:F:E'.~· 

-:1i::t.ivid3.d 

30ºC, et1 Tr·is-rnalato 50rnM~ FH 6.5~ PPi 0.67 m~l ~· ~lgCl~. El tt~mpo 

actividad er1 velocidad inicial 

M9-PPi c.1 Zn-PF'i como ~.Ub'.:-t~-a'l:.ci y pa1·¡:\ le:~ 1.?.nzimEi ·::.olubi] i·z:r-;1.dE'\ er; 

detergente fue da 4.5 a 5 min. para cualesql~iera de l1Js dos 

El i=·H ópt.irno di.2 la 1-1:=acción e.le hidról isi-::- pc:lt-i:\ los 

1986) es de 6.5~ asimismo para el 

~Oll~bllizado de la enzima se determinó un pH 1~ptimo de 6.5. Se 

calculó la cot1centración de las dife1-et1tes fot·rnas iótiicSlS del PPi 

t·:H37l, en donde la forma 
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PIROFOSFAT~SA DE ~IE~!BRANA EN CROMATOFOROS Y SOBRE LA ENZIMA 

EüLUf.tIL_I::r:~:=.1 0 E.l'-1 L1ETE¡;:1:iE l'~T E .• 

i=oncentración del 

PPi &~ad1do i0.67 mM) (fi·::i f.). Se observó que la cit·1ética no 

sigue L~t1 cornportamientc M1chaelianoJ 

es factible er1contrar cur·v~s sigrnoidea~~ debicio a los 

siguientes factores: 

e) 

d1=b idos i:\ 1 e:~. rn i srnc\ rnernbr ana q1.112 ~ al scilubilizar la en:;:.::irna 

sea un refl~jo del incrernento en concentración del complejo MgPP 

en f 01-ma 2".i ·=irno idea~ 

donde se Ct;:\lc:uló lcl co1-icent~-a.ción 1;::l1=2l s:.ust.rat.o~ De i·:;lua..1 rn~.neral 

rnernbran¡:¡;, ~ ya que el solL1bilizado en el detergente Tritón X-100 

muest1·a el rnismo compo1·tamiento (aun·~ue con menor· actividad>~ 

el proceso de solubilización 

dizmi.nución di:= 1 ~~ actividad , 

varios factores: disminución de la catitidad total de enzirna 
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Figura 6. Efecto del Mg anadido sobre la actividad de la PPiasa 

de membrana en cromatóforoE (1) y en el solubili=ado con Tritón 

X-100 (D). PPi constante 0.67 mH, MgCl 2 afiadido variable. 

La reacción se incubó en Tris-malato 50 mM, pH 6.5. 
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la 

~~tiv1dad de la PP1asa de rnernbrat1~1~ 

pi,:i¡·· P·,z. i rn i sine 

visto 

;:.olubilizado de lE.1 PF'i.E1.sa ,j.;;. M1:~rnbr.:=1na i1·1c1-E:m1:::,ntc1 si . ..1 2ctivld.=i.cJ et··1 

un 4ü:.-;. Pot· las t·az1~t12s mencionadas~ 

otros detergentes y diferentes cot1centracL011es d8] 

s1~lubilización. lo que es muy irnpo~ta11te para un~ er1zima integral 

e1·1 el 3oll~bilizado de la enzirna. 

El objet.ivo de esta tesis, corno se ha r1encio11ado, es 

a) Efe~to~ ~ccp~rati~·os entra el sitio o sitios de unión del 

b) Enzim~l activada por· met.ales libt·es y forrnaciiSn de complejo 

Metal-Ligar1do como sustrat.o verdadet·o~ 

El <b> se cot1sider~rá como hipótesis de 

Fj ~ trabajos previos et1 el laboratorio: 
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hidrólisis en el comFleJo Mg-PP1, 

papel importante en las modulacíones de 121 actividad 

cationes corno el M92 ~, :n:.:~···_. Co 2 · .... Mn==:: ... ·~ act.l\/,:;~n 1~~ velocidad de 

C1~~:;-.: ... · .. <Owen y i:.:i::il., 1·:1:.=.::4 y Dut.l.::r .,,/ col., 1977.) '.:"Z-on inhidci~es de 

la participaciór¡ del 1 ibr~e en sit.io 

1979 y Celis y Romero, 

es estrictamente necesario ia presericia del Mg2 ·~ 

pa~a activar~ a la enzima; el l~g2 + libre se une a la et1zima, 

e::-::F·er i rn1~nt.i:1s 

inactivación por calor. 

--Se ha visto (Celis y Romero~ 19:'.::7), ql1e la PPiasa de mernbrana 

en presencia de altas concentrac1on~s del M-3-PPi 

por lo que es de suporierse que estos 
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clisrninu1::1ón ch:.: lc.i. l :rn ~ 

j ih.-i::· 

el 

de enzimas activadas por rnatal (b), 1rn¡::.or·+.:r.\nt.e 

el sustrat.o y por· el PPi libre por ]0 gL~e~ se pr·ocedió a compe1·a1· 

e:=::per i ment.ci de 

correlación de la act.ivación con el incremento del Mg~~ libr-e y 

co1-1 el lo 

act. j_ vadas i=·ot· rni?.t.s l; y coincid12 con •21 p;;,pel acti\t3.do1· .::¡1 ... 11:2 s~2 l·~~ 

al ~lg2 • libre ~n diferentes PPiasas 1 '3~::4) • 

una activación} ·.:11 .. H~ le<. 

:it::we (al 

i ncremen+:.z.i.r- e 1 el rnet.al libt·e, el ligando disminuye>~ ya que se 

y But.lert~ 197'? j • Ez in~eres~nte hacer notar 

inhibidor 

tanto 

1 la participación del .. 
.. J deberíamos obtener una actividad constan·~e. 

·1 
\ .... 
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Figura ·7, Efecto del Mg añadido sobre la actividad de la PPiasa 

de membrana en cromatóforos (•) y concentración de Mg2
• libre (C), 

PPi libre (6) y complejo Mg-PPi (•). PPi constante 0.67mM, MgCl2 

variable. La reacción se incubó en Tris-malato 50 mM,pH 6.5. 
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I1.::C.COEFICIEl'1TE' [•E 1-lILL, DE LA ACTIVIDAD DE PPjesa RESPECTO AL 

de clo~opl~stos <Yout1is y col, 1983)~ se reportat1 sitios de ur11órl 

asirnismo PE1ra la 

sitios especifico~ pa1-a metal~s divalent.es ( Bar·t-y y Dunarnay-

Mariano~ 1987) difet·entes del sitio activod 

la·.s ·::i1 ... <Etficas de la. ac:tivtdad de lc:1 fi·~. 6, en 1 •. 1n 

en donde se graficó el inverso de 

1 a ve. l i:a:idad vs. el 

(fig 8~), lo que per·mitió comparar las constantes cinéticas de Ks 

detergente (fig 8 b) 

Se observó que las Ks no cambiat1 pr·ácti~arnente, 

<de 1 :35. ~s E\ 

4:3. 2)' es decir las propiedades del sitio activo i~o se ven 

'1 

.l modificadas en el proceso de solubilizaciót1, 

".."l ¡ 61 .. 
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figura 6. 
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Cromatofora1 .987 

Solubllizado .996 
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Ka 
Ó.819 
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' 

Vma• 
13S.S 

43.2 
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de Hill para Mg añadido, a partir 

88.Gráfica de dobles reciprocas 

actividad de PPiasa de membrana en cromatóforos 

• 

10 

de los 

de la 

y 

solubilizado de la enzima ( ), obtenida a partir de los datos de 

la fig 6. 
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I I::. 3. 

Cd~ ... , 

i· 
Dados estos antecedent.es y debido a que nL~estr0 interés es 

s1 el efecto zjgrnoideo d~ la actividad de 1~ PP1asa ez 

de 

se decidió est.ud1a~ el efecto del Zn-PPi et1 la 1-eacción, 

"'"! 

( 1 rni'I de metal a~adido) es mejor- 1 a 

En la figura 9 se observó qu8 la actividad de PPiasa~ 

en cromatóforas =orno en el solubilizado cc1n :t)-PPi como sustrato~ 

r"' u como si~strato <comportamiento no Micf1aeljano>~ Asimismo el zn~+ 

f'j u actividad hidrolítica de 1 metal 

r1 1 . u 
libre <más de 5mM de zn=~·l ~ el inhibe mas de un 

de act.ividad y~ sea por 

sugieren que el efecto sigmoidal de la activjdad hidt~olí·~ica 

n l.:l ¡::.arei::e est.ar aso1::i<:~d1:; 1:::c1n t4n mecéi.n.i smci rnás 9enerc\l de let i-2r1:z:ima 



r1c es coN1~Jejo hidrolizable el 

CE<.-ATF', 

n•::-1s f 1_.11~ i rni:·c::-t.:11·;t.,:: :::.:·.1-1c1c1?.t 

de solubilización r10 cambiamos la dependencia de al9ún catión 

La PP1asa de memb1·ana 

presentó aci~ividad de hidrólisis coi~ C:sl-PPi en al solubilizado~ 

Estos experimentos plantean L'na pregLJnta muy 

rnet.011-PF' i de 

dE! la especificidad 
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Figura 9. Actividad de la PPiasa de Membrana en crómatoforos (•) 

y solubilizado de la enzima en detergente (o) con Zn-PPi como 

sustrato. PPi añadido en 0.67 mM y concentraciones del Zn libre 

(ti) y del complejo Zn-PPi (W ) . La reacción se incubó en 

Tris-malto 50 mM pH 6.5. 
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III.~ EFECTO DE LA VARIAC!ON DEL Ms LIBRE SODRE LA PPiasa GE 

l é. •2t·:.:::i.m::· 

n~=:ce=:.ar i as l itw~ y 

rnc.1nt.ener cc1n~:.t.2\1·1t1:; Ia con1::entr2.ció11 dS:l co1npl1;;·jc M9-Pí-'1 en O~~:-; ml'1 

ve l cic: ida d 

en 

donde~ 

que se er1cuentra ~onstante. lo cual s1Jg1ere ur1 fenórReno de 

activacióti alcistérica producida pot· el Mg~~ libre, 

y/o modificar la velo1=i1~ad clel ciclo catalítico~ En la PF'i;;,sa 

citoplásmica de levadura estos sitios pava catic1nes divaler1tes, 

estát1 Ml~Y bien caracterizadas (Dut1away-Ma~iano y col., 1'387). 

ejemplo: utia 1jesinhibición de la actividad de PPiasa 

·• 
l el cual es un inhibidor· .. 

•3i F'P i l ib1~e dismit·1uyi:= y vic12ve1··s2t) de lE.;. re;,:~cción (Rapopot·t. y 

1979). Para descartar el efect.o desit1hibitorio del PPi, se 

3)~ en dor1de se dividió la activación en t.res regiot1es a 1 b 1 y e 

51.6% y el 43% del rnáximo de actividad 
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Figura 10. Efecto de la variación del Mg2 • libre, sobre la 

actividad de la PPiasa de membrana en cromatóforos <• ), con el 

Mg-PPi constante en 0.5 mM. Concentraciones del complejo Mg-PPi 

( • ) , Mg"'• libre (CI ) , PPi libre (t. J .La reacción se incubó en 

Tris-malato 50 mM. pH 6.5. 
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mi:~ntr·as qi.~·= '2n 121 ~-e9i(.~:in 11 1:':' 1 
•• 

el 51.6% de la activación, 

asimismc• el lr1c1·ement.1~ de ~!9~·1 libr~ es de 200 µM y 

libre ( a con~entraciones mayores de 1.5 mM de Mg~··1ibre) 

sitio de unión al magnesio~ independiente del sitio activo y/o 

por del si ti.o libre, 

Asimismo se calculó L~n coeficient.e de Hill respecto al Mg2 • 

libre para la región de activaciót1 de la figura 10. 

coeficiente de Hill de 2 Cfig 111, 1 o cua 1 podría 

implicar que e~isten deis estados de la E~nzima: a) Activado por la 

unión del Mg~+ et1 un sitio diferente del sitio ac·tivo y b) un 

estado no activado~ 

Es decir~ dado que se sugiere ql~e el Mg2 ·~ es el que provoca 

6'3' 



T<ibla 3. Concentración del - b PPi y del ~ .O.Mg"'•, que cc•rresponden 

a las regiones a,b y e de la figura 10. 

• 
b 

e 

\ DE ACTIV1D1'1ll 

5.4 

51.6 

43,0 

.a, PPi Ll~ 

-16.8 µM 

-3.0 pM 

-1.5 pM 

/ 
/ 
' 0.5 

'·º 

o.; 

>t6 lt.J LIBRE 

78 pM 

200 µM 

700 )IM 

Fig 11. Gráfica de Hill para el Mg libre. de la región de 

activación de la figura 10. 
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ºaic 

c:io1·1d·~ ( CI. OJ rnl'•I), 

c 1_1al.:2s rr \¡' l 11 -

vslocidad l ibn~ ha 

de 

siguiente modelo cinético: 

V 

M9-rl ., M9-1lEl- íM9-PF'i) 

i'1q-F'F' i 
E '-=:.:::=.::~::::..::::·=.:.-:::=.-::;. E - ( ~l·;i -F'F' i ) Productos 

En d1:i1·1d¡.2 V2 es mayor· que Vl. Dado ·~l~e no se tienen 

evidencias de la estrl~ctura o de algún nómero de subunidades de 

de la enzima, s~ sugiere el modelo más sencillo con un solo sitio 

activo y que p1-esenta dos estado~ de actividad= (alta 

actividad) y sin Mg~··· (baja actividad). 
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1 o, 

F.1 ) Tt- i s_.--rnalato ..::.- r-
·-' rnM ,, 

b) Tr :l :;:.:.-¡1121 12tto 2. 5 rnr•I pH 

concentración de manera sigmoidal, el mecanismo alosterico 

p1-.:;1pLJest.c1 l itwe tendría 

Se observó lfig 12l, que lst conductividad medida con Mg2 ~· 

al 

respecto al control donde solamente se agregó ~lg~·~ 

i::oncent1-aci.:.1·1e=:. E-.p1·ecic:1bl·::·:::. t'curvct c:ein M·a y F'Pi E\P;adidi::1s) YE• ·=it~é:< 

de formarse este complejo, se obser·varía L~na desviación fL1et·te de 

rnet.al 1 ibr·e. 
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Fig 12. Conductividad para el Mg2• a) Tris-malato 2.5 mM , pH 

6.5 y concentraciones creciente.: de MgCl,., añadido ( 6 l; bl 

Tris-malato 2.5 mM, pH 6.S y las concentraciones de PPi y MgC1 2 

añadido de la figura 10 (t). La reacción se incubó en Tris-malato 

50mM, pH 6.5. 
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.. 

III. 6. 

(IYJ.;¡Cl"' 

EFECTO ['1E COf·JC:ENTl;(\CICtt·lES CRECIE\.JTEt:. r:·E F'F'i t~1f'J{iNi>Ir10 

segdr1 sea la curva la 

al met8l o al ligat1do lib:~es. 

más severa del PPi libre lrnM de FPi 1 ibr-e inhibe un 72 ; .. ;j :o ·=1r.~e 

pod1·ía sugerir que la co1istar1te de asociaci~n del PPi poi- la 

Esta suposición se basa 

dado en mayor medida, por las valores de asociacióti 1~e estos 

ligandos a la enzima. 

ut1 papel activador del magnesio ya ~ue a p2r·tit· de 

lmM de magnesio la conce11tración del cc•mplejo es constante Y al 

aument.21r la cot1cet1tr·aci6r1 del magne3io total, 

incremento de la act.ividad. 
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Figura 13. Efecto de concentraciones crecientes de PPi CA) (MgCl2 

1 mM) y concentraciones crecientes de MgCl2 (t) ( PPi lmM), 

sobre la actividad de PPiasa de membrana en cromatóforos. La 

reacción se incubó en Tris-malato 50 mM, pH 6.5. 
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Tabla 4. Concentracion de los complejos y especies libres con 

concentraciones crecientes de MgCl~ y PPi constante en 

lmM, los datos se calcularon a partir de los datos de la 

figura 13. 

PPI Total Mg 'Ibtal PPi Libre Mg Libre Complejo MgPP¡ 

mM mM mM mM m.1\f 

1.0 0.25 0.750 0.000333 0.249 

1.0 0.3 0.700 0.000427 0.299 

1.0 0.5 0.501 0.000996 0.499 

1.0 0.75 0.253 0.00295 0.747 

1.0 1.0 0.031 0.031 0.968 

1.0 2.0 0.000998 1.009 0.999 

1.0 3.0 0.000499 2.003 0.999 

1.0 5.0 o.ooci249 4.001 0.999 

1.0 7.5 0.000154 6.500 0.999 

1.0 10.0 0.000111 9.000 0.999 

1;0 20.0 0.000052 19.00 1.000 

1.0 30.0 0.000034 29.00 1.000 
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Tabla s. Concentración del complejo Mg-PPi y las especies libres 

a concentraciones crecientes de PPi aHadido Y MgCl2 

constante en lmM, los datos se calcularon a partir de la 

figura 13. 

PPi Total ~Total PPi Libre ».;r Libre Complejo ~PP¡ 

mM mM mM mM mM 

0.1 1.0 0.000111 0.900 0.0989 

0.25 1.0 0.000332 0.7503 0.249 

0.3 1.0 0.000437 0.100 0.299 

0.4 1.0 0.00064 0.6006 0.399 

0.5 1.0 0.000996 0.5009 0.499 

0.75 1.0 0.002955 0.2520 0.747 

1.0 1.0 0.0311 0.0311 0.968 

2.0 1.0 1.009 0.0009 0.999 

3.0 1.0 2.004 0.00049 0.999 

. 5.0 1.0 4.001 0.000249 0.999 

7.5 1.0 6.500 0.000154 0.999 

10.0 1.0 9.000 0.000111 0.999 

20.0 1.0 19.0 0.000052 1.000 

30.0 1 • .0 29.0 0.000034 1.000 
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III .. 7. EFECTO I•E Lf~ 'H\F:Ii'.'1CIOJ..J [.>EL COMPLEJO fil~- PF i EN LA ACTI\'IDt.r:· 

DE LA PPiasa DE MEMBRANA A CONCENTRACIONES CONSTANTES DE ~;=• 

LIBF.:E. 

cantidades t1ece32r·1as de ~lg total y PPi l:.ot.al, 

an cada ut1a de las 

o. 1 0~1J3 n1M. Es ltopor·tarrte 

hacer notat· gue en cualquier Proceso 2r1zimát1co~ 

~l irni.na1·· 

1=u1-v..::1 d•2 actividad t. ie1·1den E\ d12:::.c1· i b l. r func i c:in12s hi F·•:::t·ból i cas ~ es~ 

la enzima pt·esenta un comF·ortamier1tc. ~lichaeliano con 

de magnesio libre~ las velocidades MidrolítiC~lS son mayor-es y la 

~<rn r·~·;;pec+:.o al sustr·ato di•.:,;mint.1y•;: de 7.1 (0. 0:3 rnM di=: 1v1i;:;i~· .. l:lbr~) 

hasta 0.5 mM CM9 2
• libre en 1.0 ~~), (Figs 14 y 15 ). 

Estos res~~ltados sugie1·e1, que el M92
+ podría actuat· en un 

si t.io ind~:=pendient"2 del si t.io ;:,.ctivo ~r .. 1rni::::nt.:::iclo l::t Eifinid.::id de 121 

enzima por el substrato y/o bien aL~mentando la velocidad del 

ciclo catalítico~ 

visto (~~t1obloch, y col., 1986) que el Mg~·~ libre jL~ega un papel 

moduladot- si1nilar al de la figL~ra 14, 

concentraciones mayores de Mg~~ libre, la Km para el sustrato 

7''9 



constat1te 9 1.D rnM). 

a 0~001, 0~05 0.1 ~ 0.5 mM del Mg2 ·~ libre. ro~ lo t?nto~ el Mg2 ·• 

l ibt·e j1.~e·~::1 un paF··~l irn1=>01·ta1·,t.·~ en 1:=1-:::: rnodulacjone:s de ls ·=1·1:::irna:-

al grado de modificar l~1s propiedades catalíticas del sitio 

Además~ es de notar·se que las velocidades rnáximas no son las 

rnismas la 'fi9 15l, qt~izás debido ~ que 

vi:1!l1:icidad rn~l>::irna de un¿~ enzima depr2nde de la conc~~nt.raci•:4n d8l 

cornp 1 e j C• E--S cat.at í ti ce• ·y si ademés s.upon12rno-.=:, l 8. e>:: i st.·==~1~1c i a d1:=! 

otrc• complejo catalítico dado por Mg-E-(Mg-PPi>~ enteices es de 

espet·arse que a concentraciane3 bajas de Mg 2 + libre (0.03 mM> se 

i::ibten921 v~::: 1 oc i dad má>:: i rna ~-,:spect.i'.':i 21 

concentraciones altas de Mg2 • libre. 

Er1 i:2l labi:r1·at.01·io se ha vis.to (de:"tr:is;. nc1 p1.~bl ii::ados) q'~·l•:2 en lr:l 

F'P i sisa de rnernbrana de rnet.a 1 

el F'F'i pres":::t"1ta una .¡:;tfi1~1idctd 17 ordene:s de rnagni t.1.~d rn2ts Cll ta pi:1 t· 

el metal trivalente, ql~e poi· los metales divalent.es, se concluye 

cationes divalentes libres en L~n sitio diferente del sitio 
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Figura 14 . Actividad hidrolitica de PPiasa vs concentraciones 

del complejo Mg-PPi. Se mantuvo constante la concentración de Mg2 + 

libre en: 1. O mM ( • ) , O .1 mM (O J , O. 03 mM ( • ) . La reacción se 

incub¿ en Tris-malato 50 M, pH 6.5. 
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Figura 15. Dobles recíprocas de la actividad de PPiasa vs la 

concentración de sustrato. A partir de los datos de la fig 10. 

Concentración del Mg~· constante en: 1 rnM C•); 0.1 mM (O) y 0.03 

rnM (8). La reacción se incubó en Tris-malato SO rnM pH 6.5. 
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ACTIVIDAD HIDROLITICA DE LA PPiasa. 

ob::.:.c~t-..,/2;.1·1do 1.tn .. 2f~3ctei inhibitorio debtdo <::1 

un su·:;tr·a.to 

POI" t.a] 

razót) se decidió estudiar al efect.o de los c3tiones divalentes 

Zt1~+ y Ca 2 + e1·1 la actividad de hid1~ólisis con el complejc1 Mg-PPi 

lB enzirnct en 

cromatófos y el solubilizado en detergente. Se escogió al zinc y 

al c21lcic• ·=iue 1-i:=F·t·esent..z.r1 al ·~t-uF'1.:1 de cdtion12s que :.ciri s.ust.it.ut.cis:, 

del magnesio para formar· sustrato y de los que n~1 forman sustrato 

respectivament.e. El arrál i::. del tipo ele j nhibi1:i(~1n F·t·odt1i::ida es 

ya que 1~os per·mite conocer los mecanismos de acción 

de la enzima. 

III.8.1. EFECTO DEL CALCIO. 

con 0~35 mM y con 

lroM 1 E. y 17 y 

respectivamente). Se observó una inhibiciót1 más severa a mayor 

la inhibi1=ión e:::. reve~sibl~ al agregar los 

en el so 1ubi1 :l za.do~ El efecto dE a~adir· 

concentraciones crecientes de MgC1 2 8S formar cornplejo ~lg-PPi, ya 



F'F''i 1) t;..-; rnM y frl9Cl~ en 

1 ::: ) 1::1-1 di:i1···¡i:J1:;: l ,c, pér·d i c.f:;¡ d12 

b) el aLJmento del complejo 

M9-F'Pi, e) lt:1 di:-:,rninucii::i:rn d12l complejo Cc1·-PFi ~ 1.::. ·::iu·=~ t'1i:::i:~ ::::;u·;:ij i:;.t·12 

una inhibi1=ión cJ1:::!l tipi::i 1tcompf2ti i:.iv2t ceirnF·leja 1
' ~ ya que el Ca-PP1 

ZLJstrato Mg-PPi (ya que aumenta su concentración) y dado ·iue se 

M9"'''' l ibr-e, no podemos e>(clr~ir un 

El at1ális1s de le linerizeciót1 de 

las gr~~ficas de inl·1ibii::ión con C21.;;-.,'!·• :- nos sugiere L~na inhibición 

porqL~e los valores de ~:i cambian respecto a la Ks (zin inhibidor> 

y cambiat1 los valot·es de Esi~a discrepancia para ls1 

iti~erprentacióti del tipo de inhibición, se le atribuye al efecto 

de los metales libres presentes en el medio de 1·eacción, 

i ndepend l. ent.(: de 1 '2:· i ti i:i activo, 

Este análisis se observó tanto en 

c.t·ornat.ófc11-os cc•rno e1-1 el solubi 1 izadc1 ccin detet·91~nt.~::: .. 

sugiere que las propiedades de l~ enzima no se ven modificadas en 

el pt·oceso de solubilización, ya que el mecar1ismo de it1t1ibición 

por el Ca~·~ es similar· en ambas preparaciones de la enzima. Es 

important.e 1·esolve1· la disct·epancia entre las interpretaciones 

del mecanismo de in~ibición (competiti\'a ~· acomFetitiva compleja) 



para lo CLlal seri2 cot1v8niet1~e f1j~r 1~2 concentraciones de ca~·· 

factibie y 

c.:.11r11:.:·a1-c..r-lc:s ci:.1r¡ la:: :::..c+:.iv'1clc:;dr::=.: c1bl:.i=:nido::= .... en 12.:;pet~1rnent.o-:::. y di::::-
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Fig 16. Efecto del CaCl 2 sobre la actividad de PPiasa en 

cromatóforos con PPi añadido (0.67mM) y Mg variable. Ca añadido 

1. OmM (A) Ca añadido O. 35mM ( O ) ; sin Ca añadido ( • ) . 

La reacción se incubó en Tris-malato 50 mM, pH 6.5. 
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Fig 17. Efecto del CaCl~ sobre la actividad de la PPiasa 
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variable. Ca añadido 1. OrnM ( b ) ; Ca añadido O. 35 rnM ( o ) ; sin 

Ca añadido ce ).La reacción se incubó en Tris-malato 50 rnM, pH 

6.5. 

87 



i 
J 

J 

/º 
/º o 

( 1x10-3 ~ 
L-1 

)rA-A 6 
&L>·~"'-h 

o. 
,..,..,._1i--h_A- . 0,..0 !!. 

¡e 
A·t> ,._,. .S::a-a-11--•-• • / /¡-·-...... /º (") 

·e 75 
o 
3 

• o \ . 
"O 

o 
ii 

e /! \ o 
'-· 

·¡; 
o - .. 

o 
•º -~ -~ . 

... I ,, o. 
Q. 50 1x10-s • ,,o C1I 

.;º o o 
·e o / ,, (ll 

: . 
j / 

. o: 
C1I 
Cll 
"O 

Cll 25 
C1I 

o 
(') 

o e¡· 

e 
(/) 

e o 
. o º 

ro-o-o/ 
..... 
et 
f/. ,,,, 

""'ª1 0.1 0.5 1.0 2.5 10.0 

[mM) MgCl 2 añadido 

Fig 18. Efecto del CaCl2 sobre la actividad de PPiasa en 

cromatóforos, con PPi añadido 0.67 mM, MgCl2 variable, Ca añadido 

f"1 0.35 mM (0) . Concentración de Ca libre ('9), Mg2 • libre ( C ) , 

w Mg-PPi ( t:. ) , Ca-PPi ( ., ) . La reacción se incubó en Tris-mal to 

0·1. 50 mM, pH 6.S. 

1·1 88 
w 



1 
' ..,¡ 

1 
.J 

1 
,J 

n 
~.J 

M 
1 1 
'"" 
r.., u 
o 
n .... 

o 
li w 

1 o ¡ 

' 
(d 

1 u 
1 
~ u ~ 
" 

h Vmax 

(e J . O. o m.'I Ca - .O.S1P 142 

(•) O. 35m~I Ca 0.009 6. 7 

( •) 1. O mM Ca 0.002!> 3.57 

T e: ·e 
o 
e: 
ºcjj -o .... 
o. 
1 
Ot 
E 

IJ'.s V ro ax 
ii: (•) o.o lllM Ca C.67 43.3 

"' 
(1) 0.35 mM Ca o.os 6. zs 

o (A) 1.0 mM Ca 0.04 4 • .16 o 
E 
o 
e 
o 
e 

::::-. 

.4 

.3 

Cromittl•foros 

/ • . / 
·~ 
• 

~· 
........-• 

..... 
5 10 

•t[mM Mg oñodido] 
2 

Solubi\iz.a<!o. 

~ ./ 
/ 

s 10 

2 
11 [ mM MgCl2 oñodido] 

A 

s 

Figura 19. Dobles reciprocas de las figuras 17 (A) y 18 (B), para 

linearizar, se elevó al cuadrado el inverso de la concentración 

del MgCl;:. 

89 



la actividad d~ 

actividad con l~g-F'F'i (Zr1-PPj 0.(1 rn~l) 

de 1~0 111M 1:\e t1gC1~ a~adido y b) 

Se anaJ.izar·on esto~ efectos cor1 

medio de 

respecto a la act.ividaij con ~lg-PPi CaJ 

las ~oncentraciones de los metales libres (~lg~~ 

inc1·ementan Cfig 17>, los qt~e podrían funcions1· como activadores 

El proceso de inhibición (b) es •=omplejo, ya gue 

E:l l ibr-e 

diferente al sitio activo. 

2nC1~ C0.35 mMl~ por lo que se esperia t~na curva de actividad con 

la misma fc1 rma que la act.ividad sir1 ZnC1 2 ~nadido (si~moidea)~ es 

obtener una suma adi·tiva de las velocidades hidrolíticas. 

'! .. En la región dE it1hibición Cb)~ es dificil ititerpretar el 

... 
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incubó en Tris-malato 50 rnM, pH 6,5. 

93 



•e ·e ISO 

o e 
'i) -o 
ti: 100 

i o 
E 

a_-
'/) 50 
o o 
E e 

---ª -----ª rº 
············~-~-cr:-:1-i~·· ---···-------···• v-•<t-t-v-v·-~a,p.,....., .. -v·- -11- -Y- - - -v - -- -- -- - -v ..... >' 

I 
1 

.P 
rP 

I p 

r! --a..... , .---º "'"" ~ /º .,o 
: '

0 -.o--o-o-o 

: /º ·r ..... """,..- ... 

..... ........ 
....... ........ 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

I 
I 

I • I 

/ 

........... .... 
I 

1X10-4 

1X10-6 

1 X io·IO 

i..:::;:..---·-r----...,.--o'----..,-----.,- \¡.:10·'~ 
0.1 0.5 1.0 5.0 10.0 

[mM] MgCl 2 onOdido 

Fig 22. Efecto del ZnCl2 sobre la actividad de PPiasa en 

comatóforos con Zn 0.2 mM, MgCl., variable y PPi en 0.67 rnM (O) y 

concentración de complejos y especies presentes. Zn2 • libre (1) 

Mg""• libre (01 Zn-PPi ( ~) y Mg-PPi ( 4'). La reacción se incubó 

en Tris-malato 50 mM, pH 6.5. 

94 



i· • 

CAPITULO IV. 

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS 

-Co1·robor·2mos que el com¡::.lejc 

i'l·;i-F'Pi. 

-La 

Michaelianao respecto e1] sL~strato~ 

-El 

dizrni1·1t~ciór1 de la Km en le\ ac-1:.:i.vidad hidr-olíi:.ii-:a~ 

··El Mg2 ~ libre ademés del efecto acti·1ad0r, 

concent.raciot1es~ es deci t· .• 

positivo de la actividad y a alt.as conce11t.raciones ( mayores de ~ 

mM de M92 ~ libre) es 1.~n modulador ne9ativ0 de la actividad. 

-El Mg~· juega un papel activador muy car·acter·istico, 

·:=,1.~·=i i e1 ... e 1 .. 1n pt·oceso de .::1ct. i ve1ci ó1·1 al cizt.é 1· i cc1 ~ 

-El c:1:1rnp l ej o Zn-F'P i 12s t~n buen su=:.t.1-a-l:.o pare1. la actividad 

mientras que el complejo Ca-PPi no es 

sustrato para la hidrólisis t1i er1 la enzima solubilizada en 

detet·gente 1~i en los cromatóforos. 

-Cc1n base en los perfiles de actividad pa~a el PPi y pat·a el 

se aprecia que el PPi es un inhibidor· más potente ql~e el 

por lo que se sugiet·e el sigl~iente orden en las constantes 

'3'5 



efecto del CaPPi. 

--Lel 

la pat·ticipaciót~ del Mg2 ~ libre en el medio de reacción. 

Yegt~lan la actividad de la PPia~a 1je membr·ana sLtgiere prac2der de 

la siguiente manera: 

-PL~rificar a la enzima er1 un columna de intercambio iónico o bien 

de afinidad. 

-Una vez lograda la purificación de la enzima~ se pueden rnedir 

las 1::onst.ant12s de afinidad poi· ~1_~ sustt-i:lto o pot· su:::. 1 i·::iar1dcis PPi 

o por- el Mg~~ libre, bajo diferentes condiciones. 

-Asimismo s~3 F·ua:d~::: contint~at· la ca1·act.e1·izfación co1·1 inhibidi::it·e~, 

con el fin de conocer el mecanismo de 

reacción de la et1zima. 

Independientemente de la purificación se investigsrá: 

-La posibil1dao de la r·evet·sibiliciad del p1·ocezo de ~ct.1vacjón~ 

debida al incremento el Mg~+ libre. 

las propiedades debid&s a los fos·folipidos de la 

rnernb1··ana, como puede ~er la c~rga de superficie de la membrana~ 

es 1=apáz de rnodificat· la actividad de la F'Pic~s.a de membrana po1·· 

interacción de carg8s ent.re la membrat1a y los iones y complejos 

l '?6 
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