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RESUMEN 

En e1 presente trabajo se describe la purif"icación y 

caracterizaci6n de dos citocromo oxidasas tipo de Be.u::. i. 2. l "U.S 

cere~s. Las enzimas se purificaron en presencia d~ Tri~ón x-100 

por cromatografiei de intercombio iónico. EJ. citocromo 

purificado i:.uvo una rnasa molecu1ar da BS.000 <.según 

e1ectroforesis) ~ mientras que el comp1ejc caa
9 

d~ 92.000; ambas 

enzi.mas posibl.emente forman dírne.ros en soluci.ón 

195 9 000 según f1ltroci6n molecular. respectivamente). 

Las dos enzimas mos~raron ~ener dos 

31.000 para aa:
3

: 50,000 y 

contra el citocrc•mo ªª a 

37. 500 para 

cru=aron con 

subunidades: 

Los 

el complejo 

(165.000 y 

so.ooo y 

an't:icuerpos 

ca.a
3

. La 

subunidad II de éste Qltimo posee un herno e y posiblemente esto 

constituida por l.a fusión de una prcta~na tipo subunidad II del 

cit o.a.
3 

y UíJ polipépt:i..dc. dt: un ci.teic:rc.mc:• i:.ipc1 e. 

El citocrorno ao
3 

oxidado. presenta una saftal espactroscOpica 

600 nm. El 

tiene adem~s las caractar1sticas espectrales da ur, 

complejc• co.a 
" 

citocromc• e 

(picos a 417 y 550 nml. Las dos en::.imas poseen Cu en una 

etequiomatr1a 2 Cu:2 hemos a. 

El citc-crc1rno se detectó i:ani:.a el c.recitr.::ien'to 

vegetativo, como en fase espcrulanta. mientras que a1 comp1ejo 

ca.o.
3 

sc•lo se det::e-ctc en lG:= fas.e espo:rulante. 

los dos e i \:.e.e Y-om-::1s de 



reactivo no se unió covalentemente a la enzima~ contrario a 

que se ha reportado para otras oxidasas de este tipo_ 

Es~e es e1 primer reporte 

oxidasa tipc• aa en bac~erias. a 

de isoenzirnas de la c.ii:.ocromo 
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SUMMARY 

The purif ica"'t.ion and charac-r.eriza"'t.ion of ""tWO 

cytochrome oxidases from Bac,llus c•reus are d-:scribed in this 

work. The enzymes were purified by ion-exchange chromatography in 

the presence of Triton X-100. The enzymes seem to be dimeric in 

solution giving molecular masses of 165 and 195 kDa (c::z.c::z. ar"d 
" 

caa 

" 
respectively) as determined by molecular sieving compared l.JÍth 

~hose values ob"t.ained by electrophoretic rnethods (85 and 92 kDa. 

respectiveJ.y). 

Bo~h en=ymes sh~wed to be composed by two subunits: so.ooo 

and 31.000 for the cytochrorne aa
9 

and so.ooo and 37,500 for the 

cytochrome caa
8

. Both subunits of the_caaa complex crossreacted 

with B. cereues anti-cytochrome aa
3

• Cytochrome caa 
3 

subunit II 

has a heme e moiety and it is prc1ba't-1ly composed OÍ a protein 

fusion between an aa
3
-type subunit II polypeptide and a cytochrorne 

e polypeptide. The oxidized cytochrorne aa,. spectra showed a peak 

around 423 nm. while 4¿0 and 600 nm bands appeared when the enzyrne 

was reduced. The caa.
9 

complex gove similar signals plus typica.1 

cy~ochrome e spectral fea~ures (peaks at 417 and 550 nm >. The 

content of copper w~s such that the stoich1ometry of 3 Cu:2 heme a 

was found in the two oxidases. 

The 

ceJ..ls as 

cytochrome 

':.Jell as in 

aa
3 

was expressed 

sporulating cells~ 

detected only in ~he sporulat~ng cells 

in logarithmically grown 

but complex was 

tiyp-=rt.oc·lic kine>:ic~ 

carbon mcncx1de ~e~e aole te inhi~i~ bo~n enzyme bCti-vi~jes. The 

l \' 



1 
1 

cytochrome a..o.
9 

electron transpori:. activity \.:d.S. inhibited by DCCD. \ 
The results suggest that DCCD does not bind covalently to the ' 

enzyrne, opposed to the proposed for other oxidases of this type. 

This is the first report invc11ving the presence of 

isoíorms of aa
9
-type oxidase in bacteria. 

1' 
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IHTRODUCCION \ 
Las citocromo o>: id asas juegan un pape1 centra1 en e1 

rnetabo1ismo energético de 1os organismos aeróbicos (Poo1e. 1983; 

Ludwig. 1987). Estas enzimas son parte termina1 en 1os sistemas 

respiratorios. esto es, representan e1 vertedero de1 poder 

reductor generado en e1 metabo1ismo. pues son 1a sa1ida ú1tima de 

e1ectrones hacia e1 oxi.geno. En este proceso 1a mayori.a de l.as 

oxidasas ca~alizan 1a reacción redo;.: en forma acoplada a l.a 

generación de un gradiente e1ectroqui.mico de protones. La 

ci L.ocromo e oxidas a del es una enzima ámp1iamente 

distrubuida en 1os procariotes. asi. como pr.t..cticamen-ce 1a única 

entre 1os eucariotes <Poole, 1983; Ludwig, 1980, 1987). 

El ci~ocrorno ca
9 

bacteriano se ha aislado y purificado de una 

gran cantidad de bacterias (Ludwig, 1980: 1987: Garci.5-Horsrnan y 

Escami11a. 1990) y ha resultado ser una enzima homóloga funciona1 

y estructuralmente a la enzima mitocondria1: a diferencia de que 

ésta úl~ima posee trece subunidsdes <Kadenbach y Reiman. 1987) 

mien~ras que la bac~eriana es rnucho mas sencilia. 

En esta L.esis se presenta la purificación y caracterización 

de dos ci~ocromos tipo aa
9 

de la bac~eria Bcz.c i l li...t.S cereu.s: un& 

constituida por 2 subunidades (51,000 y 30,000) con una re1ación 

Fe:Cu de 2:3: y o~ra ~ambién de dos subunidades csi~ooo y 37,500) 

con un c~tocromo e un~do a la sut:-uniCad 11. Inici~lmen-ce. se 

revisará el esquema las cil:.ocromo ox:::.dasas y 

posteriormente se presentaran detalladamente, los métodos 

1 



u"tilizados. como J.os resuJ.l:ados ob"t.enidos. FinaJ.mente 

discutirán. desde eJ. punto de vista comparativo. J.os 

abundará en aspectos evolutivos. 

2 

datos y 

se 

se 



Las 

ca-cal.izan 

GENERALIDADES 

citocromo oxidasas son genéricamente 

la 't:ransferencia de electrones desde 

enzimas que 

un ci-cocrorno 

(general.mente citocromo e) has-ca el oxi.geno CSrunori y Wil.son, 

1982; Wikstrom y Krab, 1978); es decir, oxidan un citocromo (6 

quinonas en algunas bacterias) reducido por los 

previos de la cadena de transporte de electrones. 

acarreadores 

consumiendo 

oxi.geno del ambien-ce. Existen varios tipos de o:xidasas. En 

eucario~es superiores. la única enzima de este tipo se ha l. l. amado 

inespec~ficamen~e citocromo c-oxidasa. pues oxida un citocromo 

tipo e_ Más especi.ficamente podemos- denominarla ferroci"t:.ocromo 

c:ox~geno oxidorreductasa de1 tipo ªªa (de acuerdo con sus grupos 

pros"té"ticos). En algunos eucario-ces inferiores 

pro"tozoarios y hongos (Bisson y Schivato, 1986). se 

como 

prese:nL:.a 

en 

un 

sis"tema ramificado de -cranspor"t.e de eleci:.rones expres¿.,_ndose 

a1terna~ivamente un ci"t.ocroroo o (de tipo b) como oxidase. 

Por oc.ro lado, en los precario-ces. la diversidad es aún mayor 

(Pool.e, 1983; Lud~ig. 

sean estrictos como 

1987). En los rnicroorgani.smos 

facuJ.tativos, se presentan 

aerobios, 

sistemas 

ya 

de 

transporte de electron~s ramificados (ver por ejemplo: White y 

Sinclair, 1970; Haddok y ..Jones, 

Anraku. 1982·). Estos sistemas~ 

deshidrogenas3s. as~ come de una 

Como oxidasas term~nales en las 

1977; Jursthuk y 

es'"t.a.n constii:uidos 

variedad 

bac-::.er:ias 

de 

se 

:ra:rr.as 

d, citocrorno e~ y ci~ocrorno a.a 

" 

3 

Yang. 1960; 

de varias 

terminal.es~ 

encontrar: 

{Tabla I). 



lA!iL~ l. Car acter ist ices de al~unos c.itocro1os •• ÓE ticcter i as. 

lipo óe He1c a Esteouio•etria. ~oabeo lnhibicion He. de 
'Bacteria he•O n•ollag t.u:he1c a H DCCD subuni da des Actividad H) 

I'. denitrificaM: 27 3:2 Sl sir?) 3 TS1 

Bacteria. PS3 <, a 15.ct 2:2 si 5i 3 b(.\ 

1. lheraophi lus e, a 21.3 2'2 si no 2 2b 

¡,, sutitilis 15-17 2:2 si :; lb 

~. agilis 20 3:2 no 2 0.1 

~. s.pha.eroides a >14 no 3 300 

Pseudoaonas A~I .. 14,q 2:2 no 2 

~. eurapa.ea a 11 2:2 ';)-2 1óS 

s. ac1docaléarius a 1-3 t?i 

1. novelus a 14,q 2:2 2 120 

Ji. fir•us RAE e, a 17.:; 2:2 3 12 

Is. stec.rother1ophi lus e, • 1b 3:2 si 3 

(en las aejores condiciones reportadas) 

4 
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La presencia de este tipo de o>: id asas en las bacterias depende 

tanto de su existencia intr~nseca (codificadas en e1 genoma). como 

de 1as condiciones de cultivo y aereación. Es decir, por un l.ado 

una cierta bacteria puede poseer desde uno hasta l.os 

de oxidasas, expresándose estos de una forma 

del tipo de bacteria y del ambiente en el. cual. 

regul.ada 

cuatro tipos 

dependiendo 

se desarrol.l.a. En 

de algunos casos especiales se ha descrito tanto l.a aparición 

citocromos tipo e como oxidasas {Appl.eby y col.., 1975: O'Brian y 

Maier, 1982), asi corno l.a de fl.avoenzirnas que 

mente con ox~geno {O'Brian y Maier, 1983). 

reaccionan directa-

Sin embargo, estos 

últimos casos son raros por lo que no se abundar~ mas sobre ellos. 

Citocromo o. 

El citocromo o es l.a oxidas a más ampl.iamente distribuida 

entre l.as bacterias <Pool.e, 1983). Este citocromo se ha estudiado 

exhaustivamente en Escherichia coti (Matsuchita y col. ,1984; Kita 

y col.. 1984). Es una enzima mebranal. que recibe electrones de1 

por ubiquino1-8 y no de1 citocrorno e {Ln vivo) Es identificado 

1as caracteristicas espectrosc6picas de 

de carbono (CO) {pico a 416 nm. 

1981) . 

va1l.e 

su 

a 

complejo con monóxido 

432) (Kita y Anraku. 

Es"ta enzima se ha purificado a partir de varios 

como por ejemplo Azotobacter vi.nen.e l.a.n.di. i. microorgan1.smos., 

Jurtshuk, 1978a y b). Vi.treocill.a (Webster y Hackett, 

(Yang y 

1966; 

Webs~er y Li. u. 1974) . Pse ....... dom.on.o:.s a..er <...c.15i n.osa. ( Ma"t:.sushi 'ta 

1982; Yang. 1982} .. Al.cal i.e;-er .. e-s e"Wtrcph.~ ( Probst 

P.f,c..dopseudorr¿,Ór...a...s sp. (King y Drews. 1976). E.col.i.. 

y co1. 

e~=-

últ1ma bacter~a 1a enz~rna ha sido bastan~e es~udiada: la 

s 

y 

En 

co1. 

1979) 

ésta 

oxidasa 



1' 

está constituida por cuatro polipéptidos (66. 35. 22 y 17 kDa >. 

dos grupos hemos. o,,.,.
8 

y b,,..sa· dos ~tomos de cobre (LUd'-'ig, 

1967). La formación de complejos con co. la sensibilidad a la luz 

de estos y su espectro de acción, son evidencias del papel del 

citocrorno o corno oxidasa {Castor y Chance, 1955). Es"te ci "t.ocr-orno 

puede presentarse como Cnica oxidasa o bien terminar una de las 

ramales en un sistema de electrones ramificado en donde las otras 

oxidases sean ªªa o 

El citocrorno º· 
artificiales, cataliza 

quiz~s a. .. 
cuando 

{Poole. 1963). 

es recons"ti"tuido 

l.a reacción acoplada de 

en liposornas 

transporte de 

electrones {desde ubiquinol hasta oxigeno) (Kita y col .. 1982; 

Matsushita y col .• 1984) con la gerJeraci6n de un potencial. de 

membrana {Harnamoto y col .• 1985) por lo que se le considera un 

sitio de acoplamiento. El gradiente de electrones que se genera se 

debe a reacciones escalares y no de translocación vec-coriaJ. de 

protones {Carter y Gennis. 1985) 

El citocrorno º• a pesar de estar ampliamente dis"tribuido 

entre 1as bacterias~ se encuentra en las mitocondrias de ciertos 

protozoarios CBisson y Schivato, 1986) Este citocromo se ha 

propuesto como un posible precursor evol.u~ivo de J.as cítocromo 

oxidasas tipo a~9 . Inc1usive e1 an~1isis estructurai y gen.:.tico. 

revelan homo1og~a entre estos dos tipos de oxidas as (R.S.Gennis, 

comunicación personol). 

Citocromo d. 

El citocromo tipo d. ant:.eriormenL:.e :J. J. amado común 

par~1cularmente en 1as bac~erias he~erótrofas grarn-negat1vas. las 

cua1es son muy adap~ab1es en ambienLes inestables (Pool.e. 1983). 

6 



... 

Esta oxidasa generalmente coexiste con citocromo o, citocromo 

mien~ras que es muy raro encon~rar1a junto con citocrorno El 

citocromo cl se presenta raramente en heter6trofos. fot6trofos o 

quimio1it6trofos gram-positivos; su presencia en anaerobios 

estrictos se relaciona con su alta afinidad por ox.igeno (){m de 

O.Ol.B a 0.35 µM) • sugiriendo su papel como de protecci6n 

respiratoria de las enzimas lábiles al ox.igeno CPoo1e, 1983). 

se ha sugerido que 1a tensión de ox.igeno regula la expres:i6n 

del c:itocromo d (Scott y Poo1e. 1982; Escami11a y coi., 198?), sin 

embargoT en una gran can~idad de casos. se observa expresi6n de 

esta oxidasa en condiciones de 1:imitaci6n de nutrientes. 

vitaminas, cofactores CSueet y Peterson l.978; Shipp, l.972). 

l.975) 

o 

también en presencia de inhibidores (~shcroft y Haddock, o 

en medios poco amortiguados (Haddock y Schairer, l.973)_ 

El citocromo d posee un grupo clor:ina (una porfirina con un 

anillo pirr6lico saturado} como centro redox CTimkov:ich y col-

1985) y, a diferencia del citocromo da, está fuertemente unido a 

la membrana. Su se~al espectroscópica m.:...s carac"'ter.1.stica es un 

máximo a 630 nm en el espectro diferencial reducido menos oxidado 

(Murphy y Siegel. l.973). En E.coli. donde se ha estudiado 

profundamnete. el citocromo d está const:ituido por dos 

polipéptidos <57 y 43 kDal y tres grupos hemos {Lorence y col.. , 

1980): un hemo d y uno b 5 _.. asociados a la subunídad 11, mientras 

que otro herno. b
559

• asta unido a la subunídad I <Green y col., 

19e¿¡. Aparte de los grupos hemos, no se ha encontrado ningan otro 

cofactor met•lico. Desde al punto de vista funcícnal, el citocromo 

d se parece ai o: acep~a electron~s de ubiquinol-8 y es~ab1ece un 

potencial. de membrana y un gradiente de prei"t.ones: como la 

7 
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oxidación del quinol y la formación de agua muy probablemen"t:.e se 

efectuan en sitios opuestos de la membrana, el gradiente de pH se 

genera en forma escalar CMiller y Gennis. 1965; Ludwig. 1967). 

Ci tocromo a -
-~ 

El. -ci tocrom0: es el menos entendido dentro de l.os 

citocromos que funcionan como oxidasas terminales. Este citocromo. 

exhibe se~ales espectroscópicas muy débiles (alrededor de 589 nm), 

y a pesar-de que es capaz de reaccionar con CO, solo en muy pocos 

casos se sugiere su papel como oxidasa, debido al análisis de sus 

espectros de acción (Pool.e y col.. , 1984; Ludwig, 1987). 

Recienternente9 un tipo nuevo de.pxidasa se de~ecto en Th~r~-u.s 

y col. .• 1988). Esta 

enzima es homo6l.oga a l.a oxidasa esta constitu.1.da de un 

solo polipéptido de 35 kDa que une un hemo b uno a
9 

y dos átomos 

de cobre de una forma muy similar a la oxidas.a a.o. a <Einars:dóttir y 

col .• 1989). Podemos especuJ..ar que esta. enzima es el. paso 

in"t:.ermedio de evolución desde el citocromo o hacia el citocromo 

o.aª. 

Ci. tocromo a.a.a.# 

Probablemente, una de las razones principales por la que el 

ci~ aa
9 
bac~eriano ha recibido mucha atención,, es que se ha 

querido utilizar corno modelo de la citocromo oxidasa mitocondrial 

por su homolog~a ~an4o estruc~ural como funciona1; pues ia oxidasa 

bac"t:.eriana es mucho más simple. A continuación se de"t.allar.:á más 

sobre es~a enzima. 



,, 
i':'i 

¡' ,.,. 

Oxida~a Mi~ocondria1 

Después de una gran 

o.a • 
a 

discusión acerca del 

subunidades en el complejo de la citocromo oxidasa 

número de 

en diferentes 

especies discusión basada principalmente en la dificultad para 

separar e identificar los polipéptidos peque~os con pesos 

moleculares muy si mil.ares generalmente se que la 

citocromo oxidasa de mamiferos está constituida por 13 subunidades 

CKadenbach y col., 1983: Takamiya y col. 1987) mientras que la 

enzima de J.evadu:ra por 9 (Power y col., 1964} ; con pesos 

moleculares entre 5 y 60 kDa, formando un complejo que atraviesa 

la membrana interna de la mitocondria__ Las estructura primaria se 

conoce tanto por 1a secuenciacién directa de las prote~nas CBuse y 

col., 1983), como por J.a secuenciación del DNA mitocondrial 

( Anderson y col. 1962) Las tres subunidades mas pesadas están 

codificadas pcr el DNA mitocondrial, mientras que 1as restantes lo 

están por el DNA nuclear (Anderson y col. .. 19B2J. 

La topologia de las subunidades de la enzima de corazón de 

bovino se ha ~studiado con varias técnicas: modificación qui.mica 

<Lud~ig y col., 1979; Prochaska y col., 1980). inmunológica CChan 

y Tracy, 1978) y fotomarcaje (Prochas~a y col. 1960: E:recinska y 

col. 1960), entre otras. El arreglo estructural y funcional de 

las subunidades de la ci~ocromc oxidasa se ha revisado ampliamente 

tCapaldi y ccl. ~ 1983: Wiks"trbrr. y Se::-aste. 1984) ~ Un mode,lo del 

t=.maf"io y forma. de la enzima. se ha elé.bo:radc. por Fuller y 

col., 11979) y ampl~ado por D•a~heraga y col. (1962 a y bl. Estos 

estudios muestran que las subunidades est~n asociadas formando una 

9 
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C1TO?:U..SMA 

Figura 1 _ Posible arr-=glc. de subunidades y grupos pros--cé-c.icos_ 

de la c1tocromo c-ox1dasa rn1tocondr1al. El grupo entre el C1t a y 
cuB desi.gnado c..omo .. y_•· puede ser un á'"tomo de azufre. ni't.r6geno 9 o 

ox~genc (ver texto¡. Este no esta presente en ese s1t1o en todos 
los estados de la an:ima. 
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estructuro en forma de ·y·, de apro>:irnadamente 12.5 nm de 

J.ongitud, con J.a base deJ. J.ado deJ. citopJ.asma y J.os brazos del 

J.ado de J.a matriz mitocondrial CFig.1). 

La enzima aislada contiene al menos cuatro centros redox: dos 

hemos a (a
3 

y a) y dos átomos de cobre (CUA (ó qua) y Cu
8 

(ó Cuª)) 

" CWikstrom y col . .- 1981; Van Gelder. 1966; MaJ.mstrom. 1979) . Estos 

grupos metálicos intervienen en el flujo de electrones desde eJ. 

citocromo e hasta él oxígeno. Recientemente. se han determinado 

otros metáies unidos fuertemente a la enzima: un tercer átomo de 

cobre (denotado frecuentemente por CUx) (Einarsdóttir y Caughey, 

1985; Steffens, y coJ.., 1987); un átomo de zinc. y un á'1:orno de 

magnesio (Einarsdóttir y Caughey, 1984;1985). Sin embargo. no se 

ha definido una función para estos metales en el mecanismo 

catal~'1:ico de la enzima; posiblemente estos juegan un papel en el 

mantenimiento de la estructura de la proteína. La posición exacta 

de los grúpos- prc.stét i cos: dentro de J.a enzima no está. bien 

definida. Sin embargo. por lo general se reconoce que las dos 

subunidades mayores contienen los cuatro centros redox {Winter y 

col., 1980; Cc•rt:•ley y Azz:i. Darley-Usrnar y col .. 1981; 

Steffens y col .• 1987; Holm y col. , 1987). ademd.s del si"tio de 

unión del citocromo e (Briggs y Capaldi, 1978; Erecinska y col .• 

1980; Fuller y col. 1981: MiJ.ler y col .. 1983; Bisson y 

Montecucco. 19821 En la subunidad I muy probablemente est~n 

asociados el herno a y el llamado centro binucl.ear hemc1 a. -cu 
3 B 

(Müller y col., 1988a y b). siendo último el sitio de 

act:ivación del ox~geno y de un:ión de CO, cianuro. azi.da. etc .. 

(Hill y col., 1986). La subunidad II, por otro lado, enlaza el 

centro CuA y posee el sitio de unión de citocrorno e cGarber y 

11 
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col .• 1988; ver Fig.1). Se han hecho muchos esfuerzos en definir 

el microambiente que rodea a cada uno de los grupos prostéticos y 

para determinar las interacciones entre ellos; todo esto usando 

técnicas espectrosc6picas como EPR. ENDOR (Stevens y col .. 1982). 

EXAFS (Scott. 1989). Raman~ IR y CD (Babcock y col. 1979: 

Eglington y col. 1984}. aunados a los da"tos de secuencias de 

amino~cidos. En ia figura 1 se presenta una visión esquemática de 

la localizaci6n de los cen"tros redox. LOS metales del centro 

binuc1ear. Fe (aª) y cuB. interaccionan probablemente por medio de 

un ligando común, cuya identidad no se ha esclarecido 

concluyentemente <X en la fig.1). Este ligando podría ser un átomo 

de azufre de un residuo de cisteina CPowers y col., 1981). uno de 

nitrógeno de histidina CPalmer y col.-. 1976) o un átomo de oxígeno 

CElumbers y Peisach. 1979). A este ligando se le atribuye un 

papel dinámico: se supone que ocupa el sitio de activación del 

oxígeno y que es capaz de desplazarse hacia y desde es"te sitio 

-· duran~e los cambios redox de la enzima. 

Las caracteristicas espec~rales de los cen"tros redox en la 

citocromo oxidasa se han estudiado ampliamente (Wikstróm y col .. 

1979; Malmstróm 1979: Brunori y Wilson. 1982). El espectro de 

absorción de la enzima se caracteriza por varias bandas (Figura 

2): la enzima oxidada presenta una banda en la zona de los 420 nm. 

máximo que depende de las condiciones de medición_ La reducción de 

la enz~ma provoca la aparición de una banda al.rededor de ~40 nm 

{señal de sc.:ret). a la cual contribuyen leos dos hemo:. a 

aprox~madamente de igual forma (Wikstrbm y col .. 19761. Est2 banda 

puede recorrerse o cambiar d~ depe:nd:iendo del ni ve J.. ds 

reducc~on y de la presencia de ligandos como CO u 0
2 

En 12 zc•na 
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F~gura 2. A. Espectros de absorc~6n de la c~tocromo e ox~dasa de 
coraz6n de bov~no solubili:ada. Espectro de la en:ima ox~dada 
( -- ) . reducida ccin diL.ionita { ...... } y reducida cc.n ditionita _. 
rnonóxido (----). La abs..::1 rbs::-1cia eSL:ó d.sd==. en mM-i.cm-sCpor hemo a). 
!Tomada de Colosmio y A~tonini 19B0J 
F~gura ~- c. Espectros de reso~ancia paramagn~tica electron~ca ae 
los ~ntermediarios de la cjtocromo c-oxidasa de cora:on de bov~no. 
obtenidos por fotólisi• del complejo con CO a 173 K; se uso el 
rn•todo diferencial \muestra menos en:ima totalmente reduc~da). La 
rned~cion se realizo a 1C K de laE ~uestras: reducida. a los 20. 
200 y 2000 s despu•s de la adiciOn de oxigeno y totalmente oxidada 
(Tomada de H~ll. y col .. 198~). 



del visible, se presenta una banda alrededor de los 600 nm, debida 

principalmente a la reducci6n del hemo a (m~s del SO~; Brunori y 

Wilson, 1982). En la regi6n del infrarojo cercano aparece una 

banda a 830 nm atribuida al cuA reducido (Greenwood y col. 1983; 

Beinert y col .. 1980). Las se~ales en EPR de la enzima también 

est~n bien caracterizadas (Figura 2) CMalmstrom, 1979; Powers, 

1981). El CuA presenta una se~al en el estado oxidado, mientras 

que ei cu~ es paramagnético --posiblemente por la interacción con 

el hemo C2 -ª . Durante el ciclo catal.1.tico de la enzima se 

presentan se~ales intensas de alto y bajo esp~n. mientras que en 

la enzima oxidada el hemo a
9 

no se puede detectar_ 

No existe un concenso para explicar el mecanismo Por el cual 

los electrones son llevados a través de la citocromo oxidasa CHill 

y col., 1986; Einarsd6ttir y col .. 1986; Brunori y Wilson, 1982; 

Garren y col. 1988; Hendler y Sidhu. 1988). Sin embargo, se cree 

que los electrones fluyen desde el citocrorno e hacia el heme ª· 
desde aqu.1. pueden seguir dos rutas, hacia el CuA 6 hacia el centro 

binuclear, de tal forma que se considera al cuA como una poza de 

electrones cuestionando su papel en el flujo hacia el ox~geno 

(Hubbard y col., 1989). En el estado estacionario se encuentra 

reducido el hemo ª~ mienrras que el centro binuclear esta oxidado 

(Hill y col., 1986) 

Se ha demostrado que la reducción de ox.1.geno a agua se 

efectúa en la oxidasa paralelamente a un consumo de protones en la 

matriz rnitocondrial CWiJ.:strom. 1977). mientras que los eJ.ecrrones 

a~raviesan la oxidasa desde el lado citosólico hacia el lado 

interno de la membrana. Esto significa que el ciclo ca~al~tico de 

14 



la enzima es e1ectrog~nico; un-a carga transportada por electrón. 

dando como resultado un gradiente 

translocaran protones~ 1as reacciones 

de _.pH. 

redÓx 

Aún.· cuando 

~~tai{,;,ad~s 
enzima equivalen a mover un protón por electrón a. través 

membrana. 
,· 

no se 

por la 

de la 

Desde hace ya m~s de diez a~os, Wikstrom (1977) demostró que 

las reacciones redox de la enzima se acompa~an de la transferencia 

de protones através de la membrana mitocondrial. En ese tiempo, 

esto causó controversia~ sin embargo. hoy d.!. a es casi acuerdo 

general, que la enzima bombea un protón electrogénicamente por 

cada electron; aparte del consumo de protones asociado a la 

producción de agua en el interior de la mitocondria (Moody y col., 

1987). Por lo tanto, un ciclo catal.!.tico de la enzima 

transportar 2 H-/ e- a través de la membrana. 

equivale a 

A pesar de que existe un concenso sobre la estequiometr.!.a de 

la reacción catalizada por la citocromo oxidasa. todavía está en 

disputa la forma en que los protones son transportados y a que 

proceso (ó procesos) redox está asociado este transporte. Existen 

evidencias de que la enzima puede sufrir transiciones 

dimero-monórnero Ln v~uo. siendo la forma dimérica la única capaz 

de transportar los protones (Brunori y col.,. 1986; Finel y 

Wikstrom, 1986; Sone y Kosako. 1986). No obstante, no se sabe qué 

es 1o que provoca esta transición. Principalmente dos tipos de 

rnecan.!.smos se han propuesto para explicar el bombeo de protones: 

aquellos en los que existe una in~eracción de H- (6 OH con uno o 

mas centros redox y aquellos en los que la bomba es~á apar~ada de 

cualquier centro redox. Se le ha dado mucha impor"tancia a la 

subunidad III (que carece de cen"t.ros redox) en el proceso de 
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bombeo de protones CNalecz y col., 1985; B:runori y coi. , 1987). 1 
\ 

sin embargo. parece ser que esta subunidad soio faciiita ei 

proceso sin intervenir directamente en e1 mecanismo {Prochaska y 

Fink, 1987) - Por otro J.ado, aunque J.os potencial.es de 

oxidorreducción de J.os hemos dependen del. pH en el rango 

fisiol.ógico (Wison y coi. 197&; siai:r y coi. 1.986; Hendier y 

Sidhu, 1988 J no se conoce un centro que, a diferencia de J.os 

grupos hemo. sea peque~o y móvii para poder acarrear protones en 

un ciclo redox cl~sico. Una proposición a este respecto. piantea 

ia existencia de una molécula de oxígeno eniazada en el interior 

de la enzima (Mitchell y coi .. 1985) _ Si esta mol.écula está en 

equilibrio entre 0
2 

y H
2

0 "dentro" de enzima, J.os protones 

podrían ser transportados por un mecanismo semejante a ios ciclos 

propuestos para las qui nonas en el compiejo ºª~· Un dato 

experimental contrario a esta propuesta es que el fJ.ujo neto de 

electrones a través de la oxidasa va en sentido inverso al fJ.ujo 

de protones (Vygodina y Konstantinov, 1987). 

Los primeros modelos para el bombeo de protones involucraban 

a 1os grupos hemos? quiz~s por la dependencia de pH de sus 

potenciales redcx. WikstrOrn y Krab ( 1987). sugirieron que un 

J.igando a>:ial al heme pro-cenado (posiblemente histidina) 

desplazaba a un ligando hidroxilo en el momento en que eJ. herno se 

reducía, de modo que se liberaba una mol~cula de agua del ladc• 

citosólico. La reoxidaci6n del herno podr1a es~ar acornpa~ada por e1 

desplazamiento del l~gando por un hidroxilo proven~ente de J. lado 

citoplásmico. seguida de su reprotonaci6n en el J.ado opuesto de 

la membrana. translocándose 1 H-por cada e Otros esque:rnas que 

involucran al herno a han surgido. y tal vez el mejor documentado 
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es el modelo de Babcock y Callahan (1983). En este modelo, con el 

uso de espectroscop~a de resonancia Raman. se sugiere que e1 grupo 

carbonilo del formilo del hemo a es capaz de formar puentes de 

la hidrógeno con un residuo cercano de la prote~na, aumentándose 

energ~a de este enlace después de la reducción del hemo CAE 

kJ/rnolJ. En esta propuesta se plantea el uso de ésta energ~a 

la translocación de un protón CBabcock y Callahan. 1983). 

La independencia del pH de los potencial.es redox de 

Atornos de cobre CWilson y col., 1976), no ha sido motivo 

descartarlos como parte integral de la bomba. Por ejemplo. si 

10.5 

para 

los 

para 

la 

forma oxidada de una de estos átomos tuviera un .ligando protonado 

de un lado y este ligando se moviera concornitanternente a la 

reducción, un protón se mover~a sin cBmbio neto en la protonación 

Gelles y cols.(1986), sugieren que el cu .... es el sitio redox 

responsable de la translocación de protones. Ellos proponen que el 

cobre intercambia un J.igando cuando e.l metal 

cisteina por un lado a una "t.irosina por 

proceso reverso para J.a oxidación. Si bien 

se 

el 

hay 

reduce. de 

otro. d~ndose 

evidencia de 

una 

el 

la 

existencia de tales ligandos. no existen pruebas experimentales de 

ta.l in"t:ercarnbio. 

Por otro lado, Mitchell ha propuesto recientemente que la 

dos geornetr~a de la esfera de coordinación del Cu
8 

c3.rnbia entre 

es~ados tetrahédricos. pasando por un intermediario cuadrado 

plano, durante la transición redox (Mitchell, 1987a y b). En este 

proceso se transporta un hidroxilo a ~raves de la membrana. Esta 

propuesta resalta e1 hecho de que la transl.ocación 

hacia un lado de 1a membrana es indistinguible de 1a 

de hidroxilos hacia el lado inverso. 

17 
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Hás recientemente, el grupo de Wikstrom (1988; 1989) ha dado 

evidencia de que las especies involucradas en la translocación de 

protones son los intermediarios "peroxi" y "oxiferril" en la 

reducción de ox~geno en el centro binuclear, pues los equilibrios 

donde participan estos intermediarios, se afectan por la :fuerza 
.-

protón motr~z como por el potencial de membrana. 

En un análisis :final sin embargo, ningún modelo de 

translocación de protones· (ó OH para la citocromo oxidasa es 

satisfactorio al momento, pues no explican la irreversibilidad del 

proceso. Ciertamente. 1a mayor~a de 1os autores. atendiendo a este 

problema., se han extendido discutiendo es'te punto, :referido 

comunmente como 'gating' lWikstrom y Krab, 1978: Babcock y 

Callahan, 1983; Gelles y col., 1986; Mitchell, 1987a y b: Blair y 

col .. 1986; Krab y Wikstrom 1988). Por su lado, Krab y Wikstrom 

(1988) han propuesto que el camb~o de energ~a libre asociada a la 

transferencia de electrones, debe de despla~ar al sistema de un 

estado de .. entrada'' a ot:.ro de ··salida ... A Un con todo esto. no 

existen mode1os para la explicación. a nivel molecular. de estas 

conversiones; entonces ''el .lector escép"'t.ico puede inc1.inarse a 

decir: "y entonces un milagro ocurre" en lugar de los argumentos 

de cambios conformacional.es que se han usado" lPrince, 1988). 

Oxidasa bacteriana.. 

BacLll-us s~b~LtLs fue el primer microorganismo al cua1 se 1e 

anal.ízó su contenido de citocromos .. obteniéndose 

absorción a 603 nm indicativa de citocrorno a.a 

" 
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Esta oxidasa, como el citocromo o. esta distribuida entre las 

bacterias aeróbicas CPoole, 1983; Garc.1.a-Horsman, 1990b}. Bajas 

tensiones de ox~geno, genera1mente tienden a reprimir la expresión 

de aa
9 

y a inducir 1a expresión de o; por 

denLtrLfLcan.s (Sapshead y Wimpenny, 1972) 

ejemplo en Pa.racoc:cus 

{Sasaki y col. 

1985), Ba.cLLL'US 

1970), la bacteria termófila PS3 (Baines y Poole, 

ce:re"U.S (Escarnilla y Benito, 1984). etc. Las 

propiedades ópticas de las enzimas bacterianas son similares a 1as 

de 1a oxidasa mitocondria1 {Poole, 1983). En general la gran 

diferencia entre las oxidasas mitocondria1 y bacteriana es en el. 

la número de subunidades, siendo evidentemente menor este para 

enzima bacteriana Centre 1 y 3; ver Gai y col., 1990). 

Para fundamentar la discusión que se presentara al 

esta tesis, se abundará ahora •n forma m.:..s 

citocromos de1 tipo aa
9 

de 1a mayor~a de las 

cuales se ha descrito. 

detallada 

bacterias 

Po..racocc'U..S d.en.i. tri. f ican...s. En cultivos aerobios de 

final 

sobre 

para 

de 

los 

las 

Pa.racocc'US 

deniLrif~cans la bacteria sintetiza un 

similar al de la mitocondria (Albracht 

sistema respiratorio muy 

y col .. 1980; John y 

Whatley, 1977). Por esto, y por otras razones, se ha relacionado a 

esta bacteria con el ancestro endosimbionte de la mitocondria 

(John y Whatley, 1977; Küntzel y Kochel, 1981: Stef f ens y col .. 

1983). La oxidasa de P. d~nitrifLcan.s. inicialmente se purificó 

como una enzima de dos subunidades (Ludwig y Schatz, 1980; Ludwig 

Y col., 1982; Ludwig. 1986). sin embargo. después de que 

descubrió el gen para la subunidad IIJ (Saraste y col. 1986). 

se 

se 

pudo aislar corno un complejo de tres subunidades (Haltia y col., 
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1988). Las 'tres subunidades presentan homologia con las 

subunidades mayores de la oxidasa mitocondrial (Steffens y col .. 

1983; Saraste y col., 1986; Rai tio y col .. 1987). El citocromo ªª " 
de Paracoccus se ha usado insistentemen~e como modelo de la enzima 

mitocondrial CKadenbach y Reiman. 1988) y una gran cantidad de 

estudios indican ra homologia estructural y funcional de las dos 

enzimas. 

Debido al ais1amief!tO inicia1 de la enzima de dos 

subunidades, se ha cuestionado el papel central que se le había 

otorg~do a la subunidad III en el bombeo de protones; la enzima de 

dos subunidades es capaz de bombear protones (Solioz y col., 

1982), aunque con cierta dificultad (Pütner y col. 1983). De 

igual manera, estudios comparativos c~n la oxidasa mitocondrial 

carente de la subunidad III (sitio de fijación para el DCCD) y con 

1a enzima de dos subunidades de Pa.racocc-u.s (Na1ecz y col. 1985). 

han permitido sugerir la función de esta subunidad como la 

responsable de 1a dimerización de la enzima (dimerizaci6n que 

facilita el bombeo de protones; Ludwig y col., 1982). 

Las subunidades de la citocromo oxidasa de Pa.racocc-u.s tienen 

pesos moleculares de 23.S. 28. y 44 kDa, respectivamente (Haltia y 

col.~ 1988). La actividad de la en=ima depende de las condiciones 

de medición (Nicholls y Se.ne. 1984; Nal.ecz y col., 1985); 

observ.:..ndose mayor actividad a ccincentraciones fijas de 

ferrocitocromo e Ces decir en presencia de ascorbato). midiendo el 

consumo de ox~geno. en lugar del consumo de ferrocitocrorno e 

espectrofotométricamente CNalecz y col .. 1985}. Aparentemente. el 

paso 1imitante de 1a reacción. en el ensayo espectrofotornétrico. 

es la disociación de1 complejo entre la citocromo oxidas.a y el 
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citocromo e oxidado. 1o que permite 1a reaccion con otra mol.:.cula 

de citocromo e reducido. En generai. 1a actividad se estimu1a por 

fosfo1.1pidos y es máxima citocromo e bovino y 

apreciab1emente menor con 

uti1izando 

citocromo de1 mismo 

más. - en 

Pa.:racoccus: 

(Ludwig. 1986; Smith y col.. 1988) Aún mutantes 

deficientes en Citocrorno e, 1as actividades. tanto de NADH 

oxidasa. como de citocromo c-oxidasa. son comparab1es con las que 

se obtienen con J.a cepa s"i1vestre (Bo1giano y coi. 1989; Smith y 

col. .. 1988). No se sabe en estas mutantes, cual. es. e1 donador 

fisioJ.ógico de la citocromo oxidasa .. que aparentemente es 

principa1 oxidasa en condiciones aeróbicas; se piensa que 

enzima recibe J.os electrones del. citocromo b 6 de ubiquinona. 

1a 

la 

Sin 

embargo, no se han aportado evidencias experimentales 

este respecto (Bo1giano y c61:. 1989). 

claras a 

se conoce la 

citocromo oxidasa 

secuencia 

ao:.
9 

de 

y or~anizaci6n de los 

Paracocc-u.s;: (Steffens y 

genes 

col .. 

de 1a 

1983: 

saraste y col .. 1986; Raitio y col., 1987: Steinrücke y col .. 

1987; Ludwig y col .. 1988). Estos se encuentran organizados en dos 

LocL. Uno de ellos contiene los genes COII (Citocromo oxidasa 

sub.II} y COIII junto con dos o tres marcos de lectura abiertos. 

dentro de un operón. El otro locus. es un oper6n constituido por 

1a e1 gen COI y un marco de lectura abier-c.o. El an~lisis de 

secuencia de aminoácidos de los produc~os génicos muestran. por un 

lado, que COII tiene una estructura de "asa .. con dos segmen-c.os 

transmembranales, similar a la subunidad II mi.tocondrial. Dos 

residuos de histid1na en esta subunidad son J.os supuestos 1igandos 

para el Cu
4

. Por otro 1ado. el. produc-c..o del. gene COI tiene 

probabJ.emente doce segmentos transmembranales siendo la protei.na 
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mas conservada de las subunidades de la oxidasa. 

hemos parecen estar emparedados entre 

transmembrana1es. uno de los cuales posee un 

dos grupos Los 

dos segmentos 

residuo ligando 

Chistidina) para el Cu
8

. Un tercer segmento provee los otros dos 

1igandos para este metal. Existen evidencias bioqu~micas de que la 

subunidad I posee' los tres grupos prostéticos, puesto que una 

preparaci6n proteolizada de la oxidas a de Pcz.ro.cocc"U.S. con 

actividad significativa, esta constitu~da solo por la subunidad I 

y presenta las se~ales espectroscópicas de los hemos y de un cobre 

(Müller y col., 1988 a y b). El producto génico de COIII, es una 

prote~na transmembranal. que posee dominios de uno y otro lado de 

la membrana CHaltia y col. 1989) 

A pesar de que no se ha estudiado la enzima de tres 

subunidades de Pa.racocc't.LS. Se han aislado mutantes deficientes en 

la subunidad III (Haltia y col., ~989); el fenotipo que presentan 

estas mutantes esta relacionada con una actividad disminuida. un 

espectro de absorci6n distorcionado y la aparición de nuevos 

sitios accesibles a proteasas. Cuando se aisla la enzima de estas 

mutantes. ésta se obtiene como una mezcla de COI y COII formando 

un complejo. además de COI libre de hemos. COII libre y hemo a 

libre (Haltia y col., 1989). Esto indica que la subunidad III, al 

menos tiene un papel importante en el ensamblaje de 

oxidasa en la membrana. así como posiblememte en la 

la citocromo 

incorporación 

de los grupos prostéticos a ésta (Haltia y col., 1989). 

Bacteria term.ó_fi l.a. PS3. 

purificado un citocromo ªª " 

De esta bacteria se 

que se caracteriza. 

reducido, por un pico a 604 nm correspondiente al 
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ha aislado y 

en su estado 

hemo a. y otra 
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banda 550 nm correspondiente a1 hemo e CSone Yanagita. 1982; 

Sone 1986; Baines y Poole. 1985). El contenido especLfico de herno 

es 15.9 nmol heme a/mg. 6.9 nmol heme c/mg y el de cobre 16-18 

bajas nmol/mg. Esta enzima presenta una gran inestabilidad a 

temperaturas (Saines y col .. 1984). mientras que presenta 

actividades máxim~s alrededor de los SO ºc. perdiendo su actividad 

hacia arriba de 1os 60°C. La enzima es marcadamente resistente a 

agentes desnaturalizantes· o caotrópicos. por ejernp1o resiste urea 

7 M. LiCl 5 M 6 40 7. de etanol (Ludwig. 1987). 

A pesar de algunas discrepancias iniciaJ..es (Sene y col .• 

1979). el complejo está. formado de tres subunidades en 

estequiometr~a equimolecular (56, 38 y 22 kDa (Sene 

1982). 6 55,26 y 22 kDa (Baines y Poole. 1965)). La 

y Yanagita, 

subunidad II 

representa aJ.. citocromo e que Se encuentra fuertemente asociado aJ.. 

asociación se ha observado en otras complejo. de hecho. esta 

bacterias term6filas (ver más 

las 

adelante) Las tres subunidades 

parecen ser homólogas a tres mayores de la oxidasa 

mitocondrial (Sone y col., 1988) 

Se ha estudiado mucho esta enzima desde el punto de vista 

cinético: los va1ores de para varios sustratos se han 

determinado (Sone y Yanagita. 1982): 67 µM para citocrorno c
552 

de 

PS3; 11 µM para el citocromo e 
552 

citocromo e de corazón de caballo. 

de 

La 

Therm:u..s:: 130 µM para 

adición de fosfolLpidos 

estimula la actividad de la enzima (Sone. 1986). El complejo cc:za. 
" 

de PS3 se comporta como lo ha.ce la enzima mitocondrial cuando 

tiene unido el citocromo e en el sitio de alta afinidad CNicholls 

Y Sone. 1984}~ pues cuando se agrega citocromo e ex6geno. solo se 

ve el sitio de baja afinidad. Por otro lado. los electrones pueden 
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ser transferidos directamente desde ei TMPD hasta ei citocrorno e 

fuertemente unido. aún en presencia de citocromo e exógeno. 

De acuerdo con su estructura cuaternaria. análisis recientes 

mostraron que 1a enzima es estable corno d~rnero en ia estructura 

activa para ei bombeo de protones en ia membrana (Sone y Kosako, 

1980). dando un peso de 190-230 kDa. mientras que ei cornpiejo 

funcionai en ei transporte de eiectrones da una masa de 180 a 100 

kDa. 

La enzima purificada y reconstituida. bombea protones en una 

forma sensibie al DCCD. con una estequiometría aita co:a a 1.4 H-/ 

e ; Sone y Yanagita. 1982; Sone y Hinkie, 1982; Sone y Yamagita, 

1984). 

El gene para ia subunidad I de ~a enzima, está aisiado y 

secuenciado (Sone y coi., . 1988). Ei producto génico es una 

proteína de 58,516 de masa moiecular y es hom6ioga a ia 

correspondiente subunidad de ia oxidasa rnitocondria1; 

aparentemente est~ compuesta de 12 segmentos transmembranales. Los 

residuos para ios iigandos propuestos para ios hemos y ei cobre, 

están conservados en esta secuencia. 

Therm.."U..S therrru::.>phi. l'U..S" _ La o>:idasa de este term6fiio. como en ei 

caso de PS3, se aisia como un compiejo caa
9 

(Fee y coi. 

Hon-nami y Oshima. 1980; 1984). De acuerdo con los datos de 

1980; 

EPR, 

el. hemo c. enla=ado a una de ias subunidades e inicial.mente 

identificada corno c~9 no está magnéticamnente acoplada al aa
9 

(Fee 

y coi., 1980). Ei cobre unido a ia enzima presenta las mismas 

se~aies características de EPR que el de ia enzima rni"tocondrial. 

Ei contenido de hemo a de una preparación purificada es 21.3 
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nmol/mg y la estequiometr~a reportada de 2:1:2 para hemo y 

cobre CYoshida y col .• 1984). 

La enzima posee dos subunidades CFee y col .• 1980; Hon-nami y 

Oshima. 1984). La subunidad I, que en geles de poliacrilamida da 

una masa aparente de SS kOa, es una protei.na hidrof óbica que 

contiene. supuestBmente. los cuatro centros redo>< (hemos a y 

cobres) en un ambiente muy similar al observado para otras 

oxidasas por espectroscop~a de rayos X CPowers y col. 1981b). La 

protei.na menor. (33 kDa) es la que enlaza el hemo e; exámenes 

genéticos recientes indican que esta prote.1.na. añteriormente 

identificada corno e~. es el producto de una fusión entre la 

subunidad II de la o><idasa y un citocromo e CBuse y col. 1989) 

La oxidasa de Ther~-us> es capaz - de mostrar alta actividad 

usando TMPO-ascorbato como reductor. No obstante. la enzima posee 

una alta afinidad por 

Oshima. 1980; Yoshida y 

bombear protones y no 

su citocromo e 
'552 

Fee, 1984)). La 

se ha encontrado 

(2-3 µM; 

oxidasa 

ningCn 

Hon-nami 

es capaz 

rastro de 

y 

de 

la 

presencia de la subunidad III. por lo tanto el bombeo de protones 

es insensible a occo (Hon-nami y Oshima. 1980; Yoshida y Fee. 

1984). 

BaciLlus subeLlLs. El citocromo aa
9 

de esta bacteria se purificó 

por cromatografi.a de afinidad a partir del solubilizado membranal 

con lauril maltósido CDe Vrij y col .. 1983; 19SE>a). Las 

carac~erísticas espectroscópicas son las usuales. El complejo puro 

posee 15-17 nmol hemo a/mg en tres subunidades (57. 37 y 21 kDa), 

cuya secuencia no se conoce. 

La ci~ocrorno c-oxidasa de B.subtitis tiene alta afinidad por 
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el. citocromo e de l.evadura CK~ = 2 µM) y depende de l.a presencia 

de fosfol1pidos para su actividad (De Vrij y Konings, 1987). La 

enzima es transmembrana1 y al. reconsi:.ituir1a en l.iposomas. es 

capaz de generar un gradiente el.ectroqu1mico de protones (De Vrij 

y col. .• 19BE>bl. 

La regul.acióñ genética de l.a expresión de l.a oxidas a se ha 

es~udiado por medio del. aisl.amiento de mutantes deficientes en l.a 

enzima (Mül.l.er y Taber. 1989a y b). Se ha l. ocal.izado un gene 

<et Q.A) requerido tanto para 1a expresión de i·a ox.idasa,. como para 

el. proceso del.a esporul.ación CMüll.er y Taber. 1989a). El. an~l.isis 

de este gen. revel.a que codifica para una prote1na extremadamen"te 

hidrofóbica. probablemente con al.gunos dominios transmembrana1es 

y de un peso molecul.ar estimado 34,065 sin similitud de 

aminoácidos con cualquier de los pol.ipéptidos mas conservados de 

1a citocroroo oxidasa bacteriana o mitocondrial. Las evidencias 

genéticas indican que el producto génico de e ta.A podría ser 

requerido. tanto como una prote~na accesoria para la ex pres ion 

gen~tica del. citocromo ªªa. o como para la 

post-traduccional de este complejo <o para ambos procesos) durante 

l.os primeros pasos de la esporogénesis. 

El. ci tocrorr.c- °'ª " 
de esta bacteria está 

constituida por dos subunidades (51 y 31 l<.Da; Y amana ka y col. .. 

1981). La enzima posee dos hemos a y posibl.emente tres .átomos de 

cobre. El contenido específico de hemo es de alrededor de 20 

nmol/mg y el. cobre est~ presente en una estequiometr1a de 1.6 con 

respecto al. hemo a (Yamanaka y col .. 1981; Sato y col. .. 1983). 

La oxidasa presenta dos afinidades por ci"tocromo e de corazón 
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de caballo y tres para el de Ma6~l~s en un proceso que depende de 

J.a presencia de fosfol1-pidos CFukumori y Yamanaka. 1984). La 

actividad de transporte de electrones se inhibe fuertemente por 

DCCD, en una forma dependiente del tiempo y de la concentración 

del inhibidor; probablemente, este reactivo interacciona con 

subunidad II de la enzima, de acuerdo con los datos de marcaje con 

el inhibidor radioactivo <Fukumori y Yamanaka, 1985). 

La oxidasa, tanto pu:ificada y reconstituida en liposomas. 

como Ln s~tu en 1a membrana. es incapaz de translocar pro-e.enes 

(Sene y col., 1983). 

R.h.odobac~er sph.aeroLdes. La citocromo oxidasa de esta bac~eria se 

purificó hace algun tiempo usando_ cromatograf 1. a de afinidad 

(Gennis y col .• 1982; Azzi y Gennis. 1986). El contenido de neme 

de una preparación con SO ~ de pureza es de 14 nmol/mg. La oxidasa 

está constituida por tres subunidades (45, 37 y 35 kDaJ las dos 

peque~as tienen reactividad cruzada inmunológica con anticuerpos 

anti-subunidad Il de Po.ra.coccus y de levadura; por lo tan"t.o se 

pensó que la subunidad 111 de P..h.odobo.c t e;r era un producto de 

degradación de la subunidad 11. Sin embargo. en presencia de 

inhibidores de proteasas se ob~uvieron resultados similares. Por 

otro lado. la subunidad I de Rhodobacter reacciona con anticuerpos 

1 
anti-subunidad l de la enzima de Pa.ra.coccu.s. 

'>¡;¡ La enzima es capaz de oxidar citocromo e de levadura con una 

alta afinidad lK~ de arededor de 1 µH) observándose estimuJ..aci6n 

por Trit6n X-100 e ihibici6n por cianuro y azida. Aunque la enzima 

reconstituída en 1iposomas. presenta un control respiratorio de S~ 

ésta no bombea protones. 
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Recientemente, 1os genes de1 citocromo aa
9 

de Rh.odobacter se 

han ais1ado y secuenciado parcialmente CJ.Shap1eigh y R.Gennis. 

comunicacion personal) y, como era de esperarse, presentan 

homo1og~a con 1as subunidades mayores de ia oxidasa mitocondrial. 

Pseudomo~a.s AM1. ~a oxidasa de Ps eudorn.on.c:x.s presenta máximos de 

absorci6n a 442 nm y &04 nm que ref1ejan la presencia de hemos a, 

también se ha detectado cobre en nive1es estquiométricos de 1.2 

por herno' o: CFukumori y col. 1985). Según 1os resu1tados 

reportados de electroforesis en presencia de 'detergentes 

desnaturalizantes. 1a oxidasa está compuesta por dos subunidades 

150 y 30 kDa). El contenido de hemo reportado es de 14.9 nrnol/mg, 

que no concuerda con el peso mo1ecu1a.x- de ia enzima y con dos 

hemos a por monómero, por 1o que se piensa que parte del hemo se 

pierde durante 1a purificaci6n. La composición de aminoacidos de 

1a enzima completa es muy parecida a ia composición de ia enzima 

de: Ni. t roba.e ter_ 

La enzima es capaz de oxidar varios citocromos e: de Candi.da. 

'' cr-usGi. {K~ = 8 µM}~ de Pse~dom.onas AM1 (K~ =SO µM) y de corazón 

de caba11o. La enzima es fuer-temen te inhibida por cianu:ro 

(Fukumori y col. 196Sa y b). 

La enzima reconstitui.da en 1iposomas 9 presenta control 

respiratorio pero no se ha detec"tado bombeo de protones. 

Nítrosom.ona.s europa.e~. E1 citocromo aa
9 

de esta bacteria, antes 

confundido con un citocromo tipo ª ... se ha purificado en dos 

laboratorios distintos, obteniéndose a1gunas diferencias. Por un 

1ado, Dispiríto y col. (1986) muestran una oxidasa de tres 
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subunidades (51,38 y 35.S kDa) conteniendo dos hemos a (a y a
9

) y 

dos ~tomos de cobre; éstos autores. sin embargo. sef"ialan que el. 

peso de :las subunidades var.1.a de acuerdo con el. sistema 

eJ.ectroforético empl.eado. Por otro J.ado, Yamazaki y co:laboradores 

(1988), purificaron una enzima con dos subunidades. Mientras que 

una enzima (J.a de.•Dispirito) se reduce con citocromo y no 

con citocromo c~52• ambos de N. e'U.l"""opcz.ea. :la otra oxidas a 

<Yamazaki) se reduce con el. c
552

• Es posib:le que se trate de dos 

enzimas diferentes, sin embargo no existe 

comparativo de ambas preparaciones. 

Sulfolobus ac~docaldar~us. Dos preparaciones 

aú.n 

del. 

un estudio 

citocromo ªª ,. 
purificado de Sutfotob-u.s se han repor~ado. Inicial.mente. AnemüJ.J.er 

y Schafer (1989) pub:licaron :la purificación y propiedades de un 

citocromo ~a9 compuesto de una sola subunidad (38 kDa) con dos 

grupos hemos a y dos átomos de cobre. que carece de actividad de 

citocromo e oxidasa. aunque es capaz de oxidar :la qui nona 

ca:ldariel.J.a (qui nona isoprenoide que contiene azuíre aisJ.ada 

inicialmente de Calda.rLella acidoph~la) que se encuentra en :las 

membranas de s~i/olob-u..s. A pesar de que las membranas de esta 

bacteria son capaces de oxidar citocrorno e e>:ógeno de varias 

fuentes. su sis'terna respiratorio se ca::racteri:za por carecer 

totalmente de citocromos tipo e y de complejo por :lo que 

resultaba lógico pensar en un donador diferente del citocromo aa
9

. 

Por otro :lado. Wakagi y coJ.s. (1989), fueron capaces de aislar una 

fracción con actividad de citocromo c-oxidasa. La enzima pura está 

constitu~da de tres subunidades (37. 23 y kDa) y posee dos 

grupos hemos. Sin embargo, el. hemo a presenta una banda máxima 
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atipica en su espectro a 589 nm. La oxidasa es capaz de oxidar 

citocromo e de corazón de caballo rápidamente. 

De acuerdo con sus caracter.Lsticas tanto 

as.i. como al. 

estruc'"tural.es 

TMPD. 

como 

cinéticas y espectral.es, estas dos enzimas parecen ser dos 

proteinas diferentes. sin embargo no se ha reportado información 

adicional para decidir la 

(Wakagi y col .. 1989). 

identidad re1ativa de ambas enzimas 

O t. ras bactert:a.s. La oxidasa ªª a purificada 

está compuesta de dos subunidades (32 y 23 kDa). dos· átomos de 

cobre y dos hemos a (a y a
9

) CYamanaka y col .. 1979: 

Fujii, 1980). Esta enzima puede oxidar citocromos e 

Yamanaka y 

de varias 

fuentes: citocromo c~50 de ThLobacLlL;= (Km 11 µM) y 

de caballo. Con este sustra~o .. la actividad es apenas 

obtenida con e1 citocromo c
550 

de T.~o~elus. 

citocromo e 

del 5'7. de la 

El citocrorno aa
8 

de otras doS especies 

ha purificado. La oxidasa de B./ir~-us esta 

del género BacLll"U.S se 

constituida por dos 

subunidades (5ó y 41 kDa) y un citocromo e fuertemente unido a la 

enzima (14 kDa; Kitada y Krulwich. 1984). Se encuentran asociados 

a 1a enzima dos moles de hemo a y dos 

oxidas a pura. Por otro lado 

de 

el 

cobre por 

citocromo 

mol de la 

de 

B.stea.rotherm.opl';.il.-u.s, presenta caracteri.st:.icaE espectrales ti.pie.as 

(De Vrij y col.., 1989). Este citocromo est.:.. cc•mpuesto de 3 

subunidades (57, 37 y 22 kDa) 

hemo e covalentemente unido_ 

teniendo la subunidad intermedia un 

La oxidasa de es"t.e termófilo es 

extremadamente termoestable (la tempera~ura de inactivación es de 

B1°C) _ La enzima reconstitu~da en liposomas puede generar una 

fuerza protón-motriz consistente en un potencial de membrana y un 
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gradiente de protones trans-membrana1. 1o que 

como boJ!ltia~de protones. 

indica 

citoc'romo o.e:. 
a de J.a bacteria aer6bica 

su funci6n 

heterótrof a 

Eri.t.h.robo:cter Lone;us posee propiedades espectral.es típicas 

mien~ras que oxida mas rápidamen~e a1 citocromo e eucarió~ico que 

al. suyo propio. su actividad es inhibida por co cianuro. La 

enzima está compuesta de dos subunidades aparentemen"te idént.icas 

(de 43 kDa; Fukumori y co'J.. . 1987). 

La oxidasa ~ipo aa
9 

de algunas cianobacterias también se ha 

descri"to. En este tipo de bacterias 1a principal. dificu1tad para 

identificar e1 citocromo ao9 ~ o para seguir e1 curso de una 

purificación, es la presencia de una gran can"t.idad de pigmentos 

que interfieren en e1 esp~ctro aún cuando éstas se cultiven con 

al.ta aereación y en J.a obscuridad. Las enzimas tanto de An.acystis 

ni.auto.ns (Peschek y col. .. 1989). An.a.baen.a vc:r.ri.ab'L 1.. i.s CHafe1e y 

col. .. 1988). Pho:rm.i.di.un fovE-oLo.:z-um. (H~fe1e y col. .• 1989) come• de 

S:ynech.ocys t i.s 6714 CWas"t.yn y col. .. 1987) se han aislado y 

purificado parcialmente. Estas enzimas en genera1 presentan alta 

sensibi1idad a cianuro y características espectrales "t.j.picas. La 

oxidasa de An.a.cys t l.'.. s se ha probado contra an-cicuerpos del. 

citocrorno c:x.a
9 

de Po..racocc-u.s y con base a su reactividad con éstos. 

se cree que 1a cianobacteria pose una enzima de dos subunidades 

(55 y 30 kDaJ CTrinka y Peschek, 1986). Para 1as oxidasas de las 

o-eras cianobac"t.erias toda.vía no es el.ara su composición 

po1ipepti.dica. 

Fuji~ara y co1s (1989) purificaron de Hatobact&ri.'Um. hatobi-um. 

un citocromo tipo Q cuyo espectro corresponde a1 de una oxidas a 

presenta actividad de 
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citocromo e oxidasa y carece de cobre. Por anterior. dichos 

autores sugieren que posiblemente 1a enzima es muy 1ábi1 y 

durante e1 proceso de purificación pierde los átomos de 

por ende, su actividad. 

cobre 

que 

Y. 

Como podemos~darnos cuenta. la oxidasa aa
9 

se ha purificado y 

estudiado en una gran cantidad de bacterias y. a pesar de que 

poseen diferencias tanto . estructurales como cinéticas. podemos 

resaltar ciertas generalidades de dichas enzimas {Tabla I). Por 

ejemplo. todas ias enzimas aisladas en su forma activa. poseen dos 

hemos tipo a y, por lo menos, dos .:a.tomos de cobre por enzima. 

Podr~amos pensar entonces. que estos son J.os grupos prostéticos 

esencia1es para la actividad. No obst~nte, se ha cuestionado 

papel del cobre Cu
4 

en el mecanismo de transporte electrones. 

más, se han aislado dos enzimas. 

NLLrosom.ona.s e-uropaea (Numata y col. 

Paracoccus d&nitri/Lcans (Hubbard y 

por un 

1989) 

col., 

J.ado 1a oxidasa 

y por otro la 

1989i. cultivadas 

e1 

Aún 

de 

de 

en 

cantidades m~nimas de cobre en el medio. en las que se detectó la 

casi total ausencia del Cu
6 

En ambas enzimas. aunque las bandas 

de absorción est~n un poco modificadas. puede reconstituirse la 

actividad enzimática de forma comparable a la de 1a 

••normal••. Por lo tanto. la necesidad de dicho grupo metálico 

la actividad se cuestiona con estos experimentos. 

enzima 

para 

En general. se puede decir que las enzimas de bacterias 

termófilas poseen un hemo e unido covalentemente a la subunidad II 

de la enzima (Saines y col .. 1984: Hon-nami y Oshima. 1984; De 

Vrij y col .. 1989), o que copurifican con un citocromo e que s61o 

puede, o no. ser separado en las fases finales de purificación 
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(Kitada y Kru~wich, 1984) _ 
\ 
i 

Generalmente la subunidad ll que tiene el heme e unido, es t..:.. 

constitui.da por la fusión de dos protej.nas: un segmento 

correspondiente a la subunidad II de la citocrorno O>:idasa y un 

segmen~c de un citocromo tipo e (y no e~ como se hab~a pensado) 

CBuse y col., 1980: Garc~a-Horsman y col-. 19901. 

De acuerdo a las caracter~sticas funcionales. las oxidasas 

tipo aa
3 

bacterianas son ~apaces, por lo general. de oxidar varios 

tipos de citocromo e CPoole, 1983; Ludwig, 1987). Esto no resulta 

raro, pues pensando que son enzimas homólogas estructural y 

qui.mica.mente (grupos prostéticos l _ la especificidad para sus 

sustratos debe ser muy parecida.. En general, la afinidad por 

citocromos e eucarióticos es menor (~igual) en relación con los 

sustratos bacterianos. Sin embaro. en muchos casos. la velocidad 

máxima al.canzada. es menor cuando se utilizan citocromos e 

procarióticos. 

t; 
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ANTECEDENTES 

El sistema respiratorio Bac 'i l l. '\.LS cereus se ha venido 

estudiado desde hace más 

de 

de cinco af"ios en eJ. laboratorio 

(EscamiJ.la y Benito. 1984; EscamiJ.la y coJ.., 1986; 1987; 1988). 

Esi:e sistema está. compuesto de una cadena de transporte de 

eJ.ectrones ramificada. En condiciones aeróbicas. presenta varias 

deshidrogenasa.s, entre ellas J.a NADH-deshidrogenasa y la 

succinato-deshidrogenasa {Escamill.a y Benito~ 1984; 

col .. 1986). La segunda enzima. parece estar formando un 

con un citocromo b (Jaramil.lo y Escamilla. comunicación 

que probabJ.emente. al igual que la NADH-deshidrogenasa. 

y 

compJ.ejc. 

persona].) 

cede sus 

eJ.ectrones al acarreador m6viJ. J.iposoJ.ubJ.e: J.a menaquinona. Desde 

aqu~ J.os eJ.ectrones pasan a un sector de citocromos, iniciando con 

un citocromo tipo y des pues a uno tipo e. Como oxidas as 

terminales se han reportado a J.a o>: idos a º· considerada corno 

constitutiva, y eJ. citocrorno ªª•· inducido por ox~geno <EscamilJ.a 

y coJ. .. 1987l No se conoce con certeza el donador directo de J. 

citocromo o. sin embargo se tiene evidencia de que pudiera ser un 

citocromo tipo e {EscamiJ.J.a y datos no publicados). Con 

respecto al citocromo aa
9

• muy seguramente recibe 

da un citocromo c. En condiciones microaerof1licas. 

1-os 

J.a 

electrones:: 

e>: presión 

del citocromo ªª• se reprime y se ~nduca la de una nueva oxida.sa: 

el citocromo d 1EscamilJ.a y coJ.., 19B6l. Esta ci~ocromo también se 

induce en condicioneE anaerobias, asi como cuando 1-a bacteria está 

.limitada en nutrien"t.es, bajo casi cualquier condi.ci.6n de 

aereacion. La expresión de los ci~ocromos también regulada 

por J.a fase de crecimiento 1EscamiJ.J.a y coJ. .. 1986) En J.a fase 
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vege:'t21"t.iva. la \ 
' u"t.ilí=:.acion de fe-rrnen"t.abl.e!: que:- pu~den ser 

íáciJ.mer,.t:e degradados por la bacteria. acurnu 1 á.nd cise ~e.idos 

orgánicos en el medio. En esta etapa~ aunque si se pre:sent:a una 

ac~ív~dad respira"t.oria mediblé~ la expresiOn de los citocromos es 

baja. presen~Andose corno oxidasa principal el citocromo o. AJ. 

final de 1a e~apa logar~trnica. cuando casi la totalidad de los 

sustratos fermentab1es se han agotado~ se inicia ia u~ili=ación de 

los ácidos orgánicos acumu1ados duran-ce el cre:cimienL.o y las 

actividades respira"t.orias a aumentar~ lJ..~gando a un 

máximo entre las 1.5 y 2.5 horas después de que el crecimien-co ha 

concJ.u~do (EscamiJ.la y col .. 1986: 1987; 19136). induce ion 

responde~ tan't:.o a l.a disponibilidad d_e sustra-c.os adecuados. corno a 

J.a necesidad de ob-cener energ~a más eíicienternen-ce sos"tener 

el proceso morfogen•tico de la esporulacion tEscamilJ.a y 

19813). Se sabe también, que exis~e una expresi6n díf"e.rencial del 

sis-cerna respiratorio de acuerdo con la identidad de la rnemt.•rana 

durán-ce la esporulacion. es d~c~ry si la membrana pertenece a la 

Célula madre o a la espora en formaci6n IEscamilla y col. 1986). 

Mierltras. que en la célula madre una gran actividad 

respiratoria. en lo espora se efec't:Ca una des&c"t.ivaci6n del 

• sistema respiratorio a medida que avanza al proceso <Esc.omi.lla 

col .. 1988). Esta desactivación se ha a-cribuido por un lado. a la 

h•~:ii disminución en general de todos J.os a car re:.=·::lc,re.s re:spi.ra-c.ori.os. 

pero sobre todo a la disminución en la cani:.idód de menaquinona 

endógena. llegando niveles mi.nimos en la espc.ra madura 

{Escami11a y col. 1988). 

De acuerdo con el grade de conocirnien-co del sistema 
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respirai:.orio de B. ce-reu.s. resultaba atrac"t.ivo empe::::ar con el 

aislamiento y purificación de los complejos re$piratorios de este 

sistema. pues. aunque se ten.1.a evidencias es pee tra. le:. 

funcional.es de las oxidasas en particular. resultaba dudoso 

explicar por un lado la ciné-c.icas de inhibie-ion de cianuro 

rnonóxido de carb6no. como la identidad de los donadores de 

electrones de las oxidasas. Con respecto la sensibilidad a 

inhibidores, el cianuro era capaz de inhibir el consumo de ox.1.geno 

presentándose dos componentes: una de a l. ta sensibilidad Cen el 

rango µM y atribuida al ci~ocromo oa
3

) y otra a concen"traciones 

más altas <rangos mM atribuida al citocromo O) (Linares. 1988). 

Sin embargo. con el aislamiento de una de las oxidasas se podri.a 

comprobar la identidad de los dos componentes. Para monóxido de 

carbono. se ha determinado -un comportamiento aná.logo al de J. 

cianuro; sólo que en este caso la actividad de consumo de oxígeno 

en membranas. no se inhibe m~s de un 50 3. lo que resultaba hasta 

cierto punto diíiciJ. de explicar (Linares 1982-; García-Horsman. 

1988) -

De acuerdo J.as caraci:erist..icas espectrales de las 

preparaciones membranales inh~b~das con cianuro. parec.1.a claro que 

el c~tocromo e estaba directamente conectado a la 

m~entras que a altas concentraciones de cianuro. 

o;:idasa ac::.
3

• 

sol.arnennte un 

citocromo b pod~a ser oxidado. supuestamente identificado como el 

citocromo e Sin embargc.. come. existe m~s de un citocromo en 

las membranas. la sobreposición de J.as sefiales espectroscópicas en 

precisa de los 

ci~ocromos que aparécían en el espec~ro. 

Los problemas planteado~ arriba ya hab~an empezado a atacarse 
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con 1a búsqueda de mutantes en el sistema respiratorio de esi::a 

bacteria. Después de analizar una gran cantidad de mutantes, se 

aisló una de ellas que carece de sel"ial de citocrorno ao.,. por 

responder nega~ivamente al análisis con la prueba NAD1. Esta 

mutante es capaz de expresar el resto de los citocromos. inclusive 

una cantidad apreciable de citocromo e. asi. como de crecer a 

niveles comparables en relación a la cepa silvestre. Aún m•s. esta 

mutante es capaz tarnbi•n ~e esporular cuando se cul"tiva. en un 

medio fuer temen-ce amortiguado CEscamilla y coJ..., datos no 

publicados) a pesar de que se ha sugerido que la integridad del 

sistema respiratorio es esencial para la esporulacion. El análisis 

cinQL:.ico y espectral de membranas de la mutante (denominada como 

PYM) ha revelado que muy posiblemen"t:.e el citocromo o est~ 

conectado con el citocromo c. 

Por otro lado, ya se habían hecho intentos para purificar el 

citocrorno o.a 
" 

de Bac i l. l.us ce-reus (Garcia-Horsman. l.988). Sin 

embargo, se obtenian preparaciónes con baja actividad (203 de la 

que se med1a ~n s(tu en las membranas) . Ademd..s. no se obtuvo 

infc.rmaci6n reproducible de su compc•s:ici6n polipepti di ca. 

aparentemente de tres subunidades. Por medio de los protocolos 

establecidos con an~erioridad. se ot•tení an doE. poblaciones del 

citocromo aa
3

• una que ce-purificaba con un citocromo e y otra que 

nó. Sin embargo, no se sab!a nada sobre la interacción entre estos 

citocromos. 

Por consiguiente, tanto para tratar de abundar más 

esclarecimiento de estos problemas. como para estudiar en 

propiedades. del citocromo o.a 
" 

de esta bac"t.eria. se 

optimizar la purificación y caracterizarla. tanto desde el 
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de vista estructural corno funcional. Adicionalmente, se pod.!.a 

también comparar los resultados obtenidos con aquellos 

pertenecientes a 1os citocromos aa
9 

de otras 

hacer inferencias evo1utivas. 
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METODOS EXPERIMENTALES 

C&pcz.. ~dios y c~l~ivos. Se trabajé con una cepa de Bo.c t'. t tus 

cer-e'US inicial.mente aisl.ada y caracterizada por Andreol.i 

(1973). La bacteria se cultivó en medio G doble cuya composición 

se detall.a en la rabl.a II y está consti"tuído principalmente de 

sacarosa, extracto de levadura y sulfato de amonio. Después de 

efectuar de cuatro a cinc~ transferencias l10 ml. cada una, cada 3 

horas) se·sembraron de 1 a 4 l. de inóculo para el cul"tivo en un 

biofermentador (Centro de Instrumentos UNAM) de 20 l.. Las 

condiciones fueron de al.ta aereaci6n es a 6 l de aire/rnin) 200 

rpm de agitación y 3oºc. El. crecimiento se siguió tornando 

alícuotas cada hora y midiendo la densidad óp"tica a 540 nm. En 

estas condiciones un cultivo promedio alcanza una densidad óptica 

de 6 a 6, en un tiempo de 4 a 5 horas. Las bacterias se cosecharon 

ya sea a la mitad del. crecimien-cé logarítmico CD.O. 3 a 4, las 

cua1es se denominan células vege~ativas} o dos horas después de 

que se alcanzó el máximo de densidad óptica e referidas como 

cé1u1as esporulan~es). Después de la cosecha. las células se 

lavaron dos veces con el amor"tiguador TCM CTris-HCl 50 rnM, MgCl
2 

S 

mM. CaCl2 5 rnM, pH 7.4). 

Preparación de n-u;.mbranCLS. Las cé1ulas lava.das resuspendidas 

en arnor"tiguador TCH (150 ml con aprox. o.s g/ml). se mezclaron con 

perlas d~ vidrio t0.1 mm de di~mentro) y se 11evaron a un volumen 

final de 300 ml con el mismo amortiguador que adem~s conten1a 15 

µg/ml de PMSF. La mezcl.a se vació a la cámara de una licuadora de 

alta vel.ocidad (Bead-Beater) y se homogenizó por 10 minu-cos. en un 
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TABLA II. ·coMPOSICION DEL MEDIO G 

SUSTANCIA CoNCENTRACION <% w/v) 

SACAROSA 

EXTRACTO DE LEVADURA 

SULFATO DE AMONIO 

FOSFATO ACIOO DE POTASIO 

SULFATO DE MAGNESIO 7.H2 o 

CLORURO DE CALCIO 2 H 2 0 

SUFATO DE COBRE 5 H2 o 

SuLFATO DE ZINC 7 H2 0 

SULFATO FERROSO 7 H2 0 

SULFATO DE COBALTO 7 H2 0 
a 

pH 

No es necesario ajustar e1 pH. 

40 

0.2 

0.2 

0.4 

0.:1.5 

0.02 

0.0025 

0.0005 

o.ooos 

0.00005 

0.00002 

7 

+ 
1 
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ba~o de hielo con pu1sos de 30 seg con intervalos de 2 rnin. Las 

c~lulas enteras y los restos de pared celular se 

en 

separaron del 

JAlO homogenado por centrifugación a B.500 rpm un ro"tor 

CBeckman). La pastilla se sometió a un segundo ciclo de ruptura .. 

mientras que el sobrenadante se centrifugó a "-5,000 rpm (Rotor 

Beckman úS Ti) en·~na ultracentri.fuga por min (equivalente 

1"-"- K Xg). Las membranas sedimentadas se lavaron dos veces con 

amortiguador TCM y se resuspendieron en el mismo amortiguador a 20 

mg de protei.na/ml aproximadamente. 

Protocoto de pur~f~caci6n. E1 procedimiento que se uti1iz6 

para la purifiación del. citocromo 

modificación del protocolo previamente 

1968) y a continuación se detalla. 

CLCL 
a (Figura 3) es una 

descrito (Garci.a-Horsman, 

Los pasos inicial.es de la purificación son una adaptación del 

método inicialmente reportado por Sone CSone.1966, Baines y Poole, 

1965). Las pastillas membrana les de células vegetativas o 

esporu1antes. se resuspendieron en un amortiguador de sales 

biliares (colato de sodio 27.; desoxicolato de sodio 1%; sulfato de 

sodio 0.2 M; ditiotreitol 0.5 mM; Tris-H
2
S0

4 
30 mM. pH B.O) hasta 

una conCentración de S a 10 mg de proteina/rnl. Posteriormente. la 

mezcla se sonicó en un sonicador Branson ISonifier B-12) por un 

peri.ocio de 10 min con pulsos de 30 seg a intervalos de 2 minutos~ 

en un bafto de hielo. La suspensión de memnranas .se centrifugó a 

1"-"' K Xg por "'º min. El sobrenadante se descartó y las membranas 

se resuspendieron en un amortiguador de 50 mM de Tris-HCl (pH 8.0) 

que conteni.a Tritón X-100 al 67. y NaCl 50 mM, para so1ubilizar a 

los citocromos. Esta mezcla se incubó 20-30 min, con agitación en 
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MEMBRANAS EMPACADAS 

TRATAMIENTO CON SALES BILIARES 
CENTRIFUGACION~~~~~~-+ SO&RENADHNTE l <DESCARTADO> 

·TRATAMIENTO CON TRITDN X-100 
~~~~~~~~~~-CENTRIFUGACIDN 

PASTILLA l 
<DESCARTA"> 

SOL..U&lLlZADO 

DEAE-CELULOSA 
<DE-52> 

CON RETENC:,ON A oe.-..E 
ClT ..-. 

... (FRACCION ENRIQUECIDA CON ~) 

= 
DEAE-&lCGEL 

• (FRACCION ENRIQUECIDA CON~) 

1 
TRATAMIENTO CON <NH,>asa. 

l 
DEAE-1EPHADEX 

HIOROXIAPATITA 

l 
CIT e.a.a• 

PREPARACIDN FINAL.. 

Figura 3. 
citocromos a.a a 

Esquema del protocolo 
~ c::a.o:.

3 
de Bo.c'i Z. l.'\..JS" c-9.r~'\..L.S-
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HlDROXlAF'ATITA 

~ 
ClT .aet• 
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c:-.1 (l. 5:,.; inicic-r el 

·-~tili=ó 

columna empacada con DEAE-ce1u1osa (Whatman DE-52) de 20 X 3 cm. ,. 
equilibrada con Trit6n al 0.57. en Tris-HC1 so mM (pH B) (Figura 

4A). Posteriormente, la columna se lavó con 2 o 3 volúmenes de 

Trit6n 0.57., Tris-HCL SO mM (pH B.O) y se eluyó con un gradiente 

lineal de NaC1 de O a 500 mM en el mismo amortiguador~. El patrón 

de eluci6n se siguió con un monitor "UV-cord" por la absorción a 

405 nm. Las fracciones correspondientes al citocromo (ver 

resultados> juntaron (tip.l.camente consti tu.1. an un volumen de 

75-100 ml) y se al"iadió sulfato de amonio hasta el 40'7. de 

saturaci6n, se incubó por 30 minen bal"io de hielo con agitaci6n 

constante. La prote.l.na junto con el Tritón X-100 sali6 fuera de 

fase y formó un levitado viscoso que se separó de la solución 

centrifugando a 33 K X g por 10 min. El levitado se colectó y se 

resuspendió en un amortiguador Tris-HCl 10 mM CpH B.O) hasta un 

volumen final de 100 ml y se dializó con-c.ra 10 vol. del mismo 

amortiguador. El dializado se diluyó al doble con un amortiguador 

de Tris-HCl 25 mM (pH B.O) que conten.l.a 0.253 de Trit6n X-100 y se 

aplic6 a una segunda columna de DEAE Bio-Gel de 15 X 3 cm, 

equilibrada con éste último amortiguador (Fig.48). El citocrorno 

= absorbido 
9 

en la columna se lavó con tres vol.úmenes de 

amortiguador de equilibración y se eluyó con un gradiente lineal 

de NaC1 de 0-250 mM. La preparación obtenida fue dializada contra 

,. 
E"n t.odoe le>• ca...oe •l gro.di•,....1-• •o.\.i.~o •• corroboro por c:ond~c:t.i.Tn-t.ri.c. 
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agua destilada (10 vol) por 4 horas y después contra fosfa"t;o de 

potasio 10 mM (pH 6.B, 10 vol) por 10 horas (dos cambios). La 

preparación dializada se aplicó a una columna ( 1 X 10) de 

hidroxilapatita equililibrada con Tritón X-100 al 0.253 en fosfato 

de potasio 10 mM p~ 6.B CFig.4c). El citocromo unido a la columna 

se lavó con 3 vol. de amortiguador de equilibraci6n y se eluyó con 

un gradiente lineal de fosfatos (10-75 mM). Las fracciones 

pico se juntaron y se dial~zaron contra HEPES so mM, KCl, so 

(pH 7.5) CHEPES-K•> exhaustivamente. Finalmente el dializado 

del 

mM 

se 

incubó por 2 horas con "Bio-Beads" CSM-2,Bio-Rad) para separar el 

Tritón y la suspensón. sin perlas, se llevó a una concentración 

final de o.s mg de prote~na/ml con asolectina en 

HEPES-K- (concentración final 10 µg de asolectina/ml). 

pasos se realizaron a 4°C. 

amortiguador 

Todos los 

La purificación del complejo.caa
9 

se realizó de una forma 

análoga. El tratamiento inicial de las membranas <en este caso de 

células esporulantes) y la solubilización se efectuó igual que 

para la obtención de citocromo Durante el primer 

fraccionamiento en DEAE-Celulosa CFig.4A) todo lo que no se unió 

a la col.umn·a (Pico IV, Fig.4A), que presentó sei"iales de 

citocromos a, b y e, se diluyó tres veces y se aplicó a una 

columna de DEAE Bio-Gel (3 X 15 cm> equilibrada con Tritón X-100 

0.253 en Tris-HCl 25 mM (Fig.Sa). Casi la totalidad de hemo a se 

absorbió a la columna. la cual se lavó con 3 vol. del 

amortiguador de equilibraci6n. Después se el.uyó con un gradiente 

lineal de NaCl (0-250 mM). El pico obtenido, enriquecido con el 

est~ complejo complejo caa
9

. se procesó para la purificación de 

por un protocolo similar al de la purificación del citocromo ªªs'" 
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con 1a diferencia que 1a concentración de Tris-HC1 y de NaC1 en 

todos 1os amortiguadores se redujo a 1a mitad. permaneciendo todos 

1os dernAs componentes en concentraciones idénticas. Por 1o "tan-co. 

de 1a fracción anterior de1 comp1ejo se rea1izó 1a precipi"taci6n 

con su1fato de .. amonio .. e1 fraccionamiento en DEAE Sephadex 

(Fig.5B). e1 fraccionamiento en hidroxiapatita CFig.5C) y 

e1iminación de1 Tritón con Bio-Beads. 

y er"Upos prost.éti.cos. -1-os ensayos 

espectrof otométricos se efectuaron en un espectrofot6metro 

Sl-M-Aminco Dw-2a de acuerdo con Escarni11a y co1 .. (1988) - Los 

espectros absolutos se registraron oxidando la muestra con unos 

granos de persu1f ato de amonio o reduciendo con hidrosu1fito de 

sodio Cditionita). y registrando contra aire en 1a ce1da de 

referencia. Los espectros diferenciales reducido vs. oxidado se 

regis'traron reduciendo con unos granos de ditionita contra la 

misma muestra oxidada con aire en la referencia. Los espectros 

diferenciales reducido co menos reducido se registraron 

reduciendo 1a muestra con ditionita y, después de dividir1a en las 

dos ce1das. se burbujeó CO en 1a celda de 1a muestra por un 

1apso de 3-5 min. E1 CO se generó haciendo reaccionar forrnia"to 

de sodio y Acido sulfarico de acuerdo con 1a siguiente reacción: 

Todos los espectros se registraron a tempera'tura ambien"te. La 

determinacion del hemos se hizo tomando el coeficiente de 

extinción mo1ar de 
-2. -1 

16.E> mM cm (603-630 nm) para el herno a y 19 

mM-"-cm_,. (550-540 nm) para el herno e. El contenido de cobre y de 

fierro se determinaron por absorción atómica CPerkin-Elmer) usando 
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sulfato de cobre y cloruro férrico como patrones. 

Ensayos en.zi.m.á. t i.cos. La actividad de oxidas a se midi6 

registrando el consumo de ox~geno con un electrodo tipo Clark 

respuesta a la adici6n de ascorbato-TMPD (20 mM y 200 

respectivamente) ·o ascorbato (20 mM) y citocromo e 

concentraciones variables) a una mezc1a de la muestra 

en 

µM 

(en 

en 

amortiguador HEPES-K- en un volumen final de 2 ml. La actividad se 

midi6 a 30,ºc. Otros detalles se especifican en las ley_endas de las 

figuras. 

Inhibici6n con Dicicloh.exil carbodLimida CDCCD>. Se prob6 la 

inhibici6n de la actividad de citOcrorno c-oxidasa por occo. 

incubando muestras de o.s mg de oxidasa/ml { 1 ml) con 

concentraciones variables de DCCD (concentración final de º· 20, 

200 y 2000 µM de DCCD, adicionando all.cuotas de soluciones 

etanólicas de O. 2, 20 y 200 mH ) . por O, 0.25. 0_5, 1. 2. y 3 

horas a 4°C. Posteriormente se midió la actividad a cada tiempo de 

incubaciOn como se estableció anteriormente. Para la medición de 

la unión de DCCD. las muestras se incubaron durante 3 hora e en 

presencia de O, 20, 200 y 2000 µM de DCCD (que contenían O, 4, 40 

y 400 de &•c-DCCD). que correspondieron a relaciones de º· 1: 1. 

1:10 y 1:100 de hemo a:DCCD. Después de la incubación se tornó una 

als.cuota para determinar la actividad y el res L. o se filtró por 

Sephadex G-25 y se precipit6 con ~cido tricloro acético (0.5%) El 

precipitado se lavó dos veces con agua destilada y se resuspendió 

en amortiguador de digesti6n por SDS para su electroforesis (ver 

más adelar.1.te) . 
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Eiectrofores~s. Se usaron dos sistemas electroforéticos para 

el. anál.:i.s:i.s de masa mol.ecul.ar: Electroforesis:: en gel.es de 

pol.:i.acril.am:i.da en presencia de dodecil.sul.fato de 1.:i.t:i.o CLDS) a 4°C 

y el.ectrof oresis en geles de pol:i.acr:i.larn:i.da en presencia de 

dodecil.sul.fato de sod:i.o (SDS). La electrofores:i.s en presencia de 

LDS se real:i.z6 ut~l:i.zando el método de Laemml:i. (1980) de acuerdo 

con 1.o reportado por Delepela:i.re y Ch u a ( 1979). usando un gel. 

concentrador al 3% de acri.l.amida y un gel separador al. 7.57. de 

mon6mero. El. SDS fué eliminado del gel concentrador, del gel 

separador y de los amortiguadores de cátodo y ánodo. (ver Tabla 

III). Las muestras se mezclaron con en el amortiguador de 

d:i.gest:i.6n CLDS 27., 2-mercaptoetanol 5 7., glicerol 10%, Tr:i.s-HCl. 

62.S mH pH 6.8) inmediatamente antes de la electroforesis 

manteniendo la mezcla a 4º.c. La e.l.ectroforesis se corrió en 

m:i.n:i.geles (Hoefer,Highty small II) de 1.5 mm de espesor por 

aproximadamente 3 horas a corriente con"t.inua (30 mA). La 

electroforesis en presencia de SDS se efectuó de acuerdo con el 

método reportado por Schagger y col., (1988). Las muestras se 

''"C incubaron de 4 a 8 horas en el amortiguador de muestra (C.f. sos 

5%; gl:i.cerol 15%; Tris-HCl 50 mH (pH 6.8), r>-mercapto- etanol; y 

azul de bromof enol 0.003%) a temperatura ambiente. El gel. 

concentrador fué de 47. y el separador de 16% (ver Tabla IV) Se 

corr:i.eron también minigeles a 40 V por 30 m:i.n más 3 horas a SO v. 

voltaje continuo. 

La tinción de las proteínas se realizó con azul de Coomasie; 

para esto, los geles de LDS se f:i.jaron con metanol 50%, ac.acét:i.co 

103 por 1 hora. segu:i.dos de la t:i.nc:i.ón con azul. de Coomasie al. 

0.013 en ac. acét:i.co 10% duran"'te 2 h a temperatura ambiente. 
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TABLA Ill. ELECTROFORESIS EN POLIACRILAMIDA EN PRESENCIA DE LDS 

ACRILAMIDA BJ:S-
ACRJ: LAMJ: DA C:K> 

TRIS-HCL CK:I ,. 
GLJ:CJ:NA CM:> 

pH 

PERSVLFATO DE 
AMONIO c:i.o 

TEMED ex:> 

'GEL-
SEPARADOR 

10-0.27 

0~37S 

a.a 

0.1 

0.07 

GEL 
CONCEKTRADOR 

4-0.1 

o.12s 

6.S 

o.os 

o.os 

AMORTl:GUADOR 
DEL TANQUE 

0.02 

0.0912 

S.3 

TABLA IV. ELECTROFORESIS EH POLIACRILAMIDA EN PRESENCIA DE SOS 

GEL GEL AMORTIGUADOR 
SEPARADOR CONCENTRADOR CA TODO ANODO 

ACRl: LAMJ: DA BXS-
ACRJ: LAMJ: DA C:IO 15-0.S 4-0-125 

TR:I S-HCL CM:> 1-0 1. o 0.1 0.2 

TRJ:CINA e M:> 0.1 

GLICEROL ex:> 13 13 

sos C:K> O. l. o.o?s 0.1 

pH a.-4.s a.4.s s.zs S.9 

PERSULFATO DE 
AMONIO ex:> 0.1. o.os 

TEMED C:IO 0.07 o.os 
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Posteriormente se desti~ó con ac.acético 10?.. Los geles de SDS se 

ti~eron de la misma forma solo que el tiempo de incubación con el 

colorante. fué de 12 horas. La tinción para citocromos se realizó 

por la actividad de peroxidasa de los grupos hemos utilizando el 

colorante 3,3',5,5'-tetrametil bencidina (TMBZ> segun el método de 

Thomas modificado'~or Goodhew (Goodhew y col., 1986) para esto los 

geles se incubaron en una solución de TMBZ 1.25 mM en 

me~ano1:acetato de sodio· 0.25 M pH 5 (30:70) con agitación 

constante por 30 min. Subsecuentemente se agregó H
2

0
2 

hasta una 

concentraci6n de 26 mM y se sigui6 incubando por 15 min 6 hasta 

que aparecieron las bandas. Posteriormente. se lavó el gel dos 

veces con propanol:acetato de sodio 0.25 M pH 5 (30:70). 

Obten.c~6n de an~Lcuerpós. Se obtuvieron antisueros contra el 

citocromo aa
9 

de B.cereus inmunizando cuatro conejos con 1 mg de 

proteína pura en 2 ml de adyuvante completo de Freund para cada 

conejo. Se aplicaron refuerzos cada dos semanas 

proteína en el amortiguador HEPEs-K·-asolectina 

de 

10 

100 µg 

µg/ml. 

de 

Los 

conejos se sangraron antes de la inmunización (suero preinmune) y 

a las ¿ a e semanas después de la primera inyección. La sangre se 

incubó a temperatura ambiente para que coagulara durante 1 hora. 

posteriormente se retiro el suero y el cu~gulo se rnan~uvo en 

refrigeración por una noche. Al término. el demás suero se decantó 

y se juntó. se centrifugó a s.ooo rpm por 10 min para eliminar los 

eritrocitos restantes. Los sueros se dividieron en alicuotas 

µll y se almacenaron a -70°C. 
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In.m.i..r.n.ot.ra.l"l.$f9renc 1.'.ct t. i.po West.9rn.. Después de separar las 

prote~nas por electroforesis .en sos. estas fueron transferidas a 

una membrana de nitrocelulosa por el método de Towbin y col. 

(1963). Para esto, los geles se incubaron en el amortiguador de 

transferencia <Tris 25 mH; glicina 192 mH; SOS 0.13 en metanol al 

203 a pH B. 3) por' '1 hora a temperatura ambiente. Posteriormente 

los geles se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (0.45 µ 

de diámetro de poro)· en una cámara de transferencia 

(Hini-Transphor TE 22. Hoefer Scietific Inc.), en el amortiguador 

de transferencia. a 300 mA por 4 horas 6 a 180 mA toda la noche a 

temperatura ambiente (enfriando la cam~ra con agua corriente). Al 

final de la transferencia. una parte de las membranas de 

nitrocelulosa se ti~ieron incubando en amortiguador PBS (NaC1 150 

mH; Na
3
P0

4 
10 mH pH 7.4) que contenia Tween 20 

china al 0.23 por dos horas. Las membranas se 

al 0.33 

lavaron 

y tinta 

dos veces 

por quince minutos con amortiguador PBS-Tween 0.33. La tinci6n con 

antisuero se real.izó de dos maneras. La primera. utilizando 

prote~na A-oro como revelador. fué como sigue: después de la 

transferencia las membranas de nitrocelulosa se incubaron en 

amortiguador PBS-Tween 0.13 por 30 min a temperatura ambiente. 

para bloquear los sitios inespec~ficos. Subsecuentemente se a~adió 

el suero en diluciones 1:10 a 1:100 y se continuó la incubación 

por 2 horas. Posteriormente las membranas se lavaron con PBS-Tween 

0.13 por 10 min 6 veces. Los complejos ant~geno-anticuerpo se 

ti~eron con prote~na A-oro por 2 horas. Después de esto. las 

membranas se lavaron con PBS por 5 minutos 5 veces, con PBS-Tween 

0.13 por 5 min por 2 veces Y. finalmente. con PBS por 5 min dos 

veces. 
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La segunda técnica de tinci6n usada consisti6 en la adición 

de un segundo anticuerpo. comp1ejo peroxidasa-anti inrnunoglobu1ina 

de conejo: 1as membranas de nitroce1ulosa se incubaron en so1uci6n 

bloqueadora (BSA 37. en amortiguador TBS (NaCl 500 mM. Tris 20 mM, 

pH 7.5)). con agitación suave por 1 hora, seguida por dos l.avados 

de S min en amortiguador TTBS (Tween-20 0,057. en amortiguador 

TBS) . Posteriormente las membranas se incubaron en la solución del 

primer anticuerpo (0.5 a 57. de suero en gelatina 17.-TTBS), por 

toda la noche con agitaci6n suave. Después de la ÍJ?CUbaci6n se 

removió el primer anticuarpo no unido lavando las membranas en 

TTBS, dos veces. por 5 min cada una. con agitaci6n constante. Se 

af'iadi6 el segundo anticuerpo Canti-inmunoglobulina de 

conejo-acoplada a peroxidasa de rábano) en dilución de 0.03 a 0.1% 

en gelatina 17. en TTBS. por 1.5 horas. Se lavó con TTBS dos veces 

por 5 min y con TBS una vez (5 min) y se af"iadio el amortiguador 

alcalino (NaHC0
9 

0.1 M MgC1
2 

1 mM pH 9.B) y se reveló con 500 1-'l 

de BCIP (5-bromo.~-cloro,3-indolil fosfato, sal de toluidina) 0.75 

7.. mas 500 ~l de NBT (azul de nitro tetrazolio 1.57.) {por cada SO 

ml. de amor"tiguador alcalino). Las bandas aparecieron 

inmediatamente. las membranas se secaron con papel filtro y se 

guardaron protegidas de la luz. 

En el uso de t6cnicas tales como la inmunotransferencia. es 

importante excluir las respuestas inespec1.ficas. especialmente 

cuando proteínas de diferen~es orígenes se pruebc,.n en su cruce 

inmunológico. Para asegurar que las cruzas inmunológicas a qui 

presentadas fueron especificas. los siguientes controles fueron 

hechos: ( i) La especificidad de los anticuerpos usados fué 

confirmada haciendo el anal is is por inrnunotransferencia de 
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extractos crudos, a partir de los cuales se purificó el ant!.geno. 

e.:.:> Se hicieron diluciones del anticuerpo para estos 

experimentos. (iii.) Los extractos crudos y 1as enzimas purificadas 

se examinaron con los anticuerpos de fondo por aná1isis de 

inmunotransferencia. con J.os sueros prei.nrnunes a J.as mismas 

concentraciones qÜe 1os sueros inmunes. En ningún caso los sueros 

preinmunes reaccionaron con J.as protei.nas examinadas. ( i-u) 

utilizaron prote!.n~s control. no homóJ.ogas con J.os ant.i.genos para 

analizar respuestas inespeci.ficas. Las protei.nas usadas para esto 

fueron: Lisozima de huevo; ~-J.actoal.búmina de J.eche; tripsinógeno 

pancreático; pepsina; albúmina de huevo; y albúmina de pl.asma 

bovino. En ningún caso 9 se obtuvo reacción cruzada con estas 

prote!.nas. <~> Se usaron dos t4cnicas de reveJ.ado de J.os compl.ejos 

antígeno-anticuerpo; los resultados fueron los mismos. 

Det.erm..Ln.ac i.ón.. de La con..cen.t.ra.c ión. de pro tel. na. La 

concentración de prote~na se deterrnin6 por en método de Lowry 

(Lowry y col. .. 1951) modificado por MarkweJ.J. (MarkweJ.l y col .. 

1981): La muestra proteica (en un voJ.umen de 1 mJ. que conten~a de 

10 a 100 µg de prote!.na) se mezcló co 3 mJ. de reactivo e (una 

mezcJ.a de 100 partes de reactivo A 23; Na OH 0.43; 

tartrato de sodio 0.163; SDS 1.03) con una parte de B ccuso .. ... 5 

H
2

0 al 43)) y se incubó a temperatura ambiente por un m.inimo de 

10 min. Se a~adió después el reactivo de Folin (0.3 m J. de una 

diJ.ución del. reactivo de FoJ.in-CiocaJ.teu 2 N, 1:1 cv/v) con agua 

desionizada) y se agitó vigorosamente. se incubó 45 min a 

temperatura ambiente y se J.eyó J.a absorbencia a 660 nm contra un 

bl.anco de reactivos. La curva patrón se generó util.izando 

52 



desionizada} de O (bianco} 0.20. º·"'º· o.e.o. o.so y 1.00 mi mues~ras es~ándar de aibúmina de suero bovino (0.1 rng/mi en 
agua 

diiu~das has~a 1 mi. 
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Pur.1.f"icaci.ón.. 

Ci: t.ocrorno ox'Ld.asa aa . 
.a 

RESULTÁDOS 

Anteriormente el. citocromo de 

Bcz.c L l. l.ti.s cere'\.LS se hab.1a purificado parcial.mente en nues"t.ro 

laboratorio (Garc.1a-Horsm~n. 1988). El protocolo que se hab.1a 

usado inC1u~ a 1os pasos de tratamie-nto con sa1e:s biliares. 

sol.ubilización con Tritón X-100. fraccionamiento en DEAE-Cel.ul.osa 

y precipitación con sulfato de amonio. los cual.es son comunes con 

l.os primeros pasos de la purificacion que se reportan aqu~. En el 

pro~ocolo anterior. se segu~a el procedimiento sustituyendo al. 

Tritón X-100 por Sarkosil. (0.053) usando una columna de 

DEAE-Cel.ulosa. En este paso se obten.1a una activación del. 100 3. 

razón por la cual se hab.1a introducido este paso. Sin embargo al. 

final de el proceso, se obtenía una purificación del 20 veces con 

un rendimiento del 4~ y una enzima con 8.1 nmol de hemo a/mg con 

una ac'tividad de 10 e-.-:s. Por ].o tanto. era necesario que el 

protocolo se modificara de tal forma que se pudiera obtener la 

enzima mas pura y mas activa (ver Tabla V). Para esto. se 

modificaron algunos pasos (ver Fig.3) Durante la cromatograf~a en 

DEAE-cel.ul.osa CFig.4A), la mayor.1a del. citocromo aa
9 

se absorbió a 

la columna (apro:x:. ei 903 en el caso de 1as células vege~ativas y 

60% con las esporul.antes. en este último caso. e]. resto del 

c~tocromo aa
3 

no tuvo afinidad por la resina). Es necesario hacer 

notar que la fracción que no tuvo afinidad por el. adsorbente y que 

el.uyó con el. amortiguador inicial., expresó actividad de 
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Figura 4. Purificación del citocromo ªªa de BacLtlus cereus. 

patrones de elucion duran~e la croma~ografía en: A. DEAE-celulosa 
CDE-52); B. DEAE Bio-gel; y C. hidroxilapa~i~a. En las gr~ficas 
estan representados la absorbencia a 405 nm (~~) y la actividad 
(-. ........ e). La concentración de sal durante la elución también es"t.á. 
representada 1- - -> y se indica de o a 500 mM de NaCl para A, de 
o a 250 mM de NaCl para B y de o a so mM de fosfato de sodio para 
c. 
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TMPD-oxidasa: esto se debió, probabl.emente, a l.a presencia de 

citocromo o en esta fracción. Los diferentes picos que e1uyeron en 

esta cromatograf~a. se anal.izaron por actividad y contenido de 

citocromos al. obtener su espectro de absorción. Las fracciones II 

y IlI conten~an rnezc1as variables de citocromos b y e, además 

cantidades mínimas.de aa ,. {menores al. 10?.) mientras que 

de 

l.a 

fracción I {correspondiente a aproximadamente 150 mM de NaCl) • 

presentó principalmente una se~a1 de citocrorno a y actividad de 

Ascorbato-TMPD oxidasa. En este paso se obtuvo una fracción 

impure::as 

absorción 

enriquecida con citocrorno aa
3 

con citocromos b y e como 

que, espectral.mente. representaban de un 10 a 15?. de la 

de l.os citocromos. Después de l.a cromatograf~a en DEAE-celul.osa se 

11evó a cabo un fraccionamiento con sülfato de amonio. en el cual 

aparentemente no se ve~a un aumento importante en la 

(ver Tabl.a V)• sin ernbago, fue necesario para 

concentración espec~fica de hemo a en la columna 

después 

de 

del i6nico en DEAE Bio-Gel (de 8.1 nmol./mg 

purificación 

aumentar l.a 

intercambio 

sulfato de 

amonio. a 19.S después de DEAE Bio Gel). Si se evitaba el paso de 

sulfato de amonio. no era posible obtener l. a separación de 

impurezas durante l.a posterior cromatograf~a en DEAE Bio-Gel. CFig. 

45). Esto puede deberse a la eliminación de 

la 

algunas pro't.e.1nas 

quiz~ de tipo aniónico que interfieren en crornatograf.1.a en 

DEAE. Aún rnds. la contaminación con citocromo by e en este último 

paso disminuyó apreciablemente. de alrededor de 10 % hasta 1 3. 

Posteriormente. la crornatograf.1.a en hidro>:iapat ita provocó una 

ulterior purificación (22 nmol heme a/mg de prote.1.na, ver Tabl.a 

I). Con respecto a1 aumento de actividad que exhibe l.a enzima 

durante el protocol.o actual de purificación, en relación al 

56 



Tab1a v. Purificación de1 citocromo aa de Bacitlus ce=eus 
a 

Hemo a/ 

Paso Prot.E..in.a· ·He~ ex prot.eín.a Rendi mi ent.o 
Cmg:> CrunoJ.:> Cnmol./mg:> c:oc:> de 

Membranas 2~500 725 o.29 Cl.OÓ:> 

:L. Trat..a.nü..ent.o 
sa1es bi1ia.res l., 200 54-0 0.45 74.5 

2 ... Ext..rac:ción 
Tritón X-l.00 250 300 l.. 2 4.l.. 4, 

3.Fraccionamiento 
DEAE-Cel. uJ.. os a 30 222 7.4 30-6 

4.Fraccio~m.i.ent..o 

sul.fat..o de am.on.io l.5 l.2l. 8.l. l.6.7 

5.Fraccionam.íent..o 
DEAE Bio-gel 4, 78 l.9. 5 :i.o. 0 

6.Fraccion.amient..o 
Hi droxi apat..i t..a 3 66 Z.2. o 9.0 
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anterior. podemos sugerir que la sustitucion de Tritón x-100 por 

Sarkosil. aunque causaba un aumento en la actividad especi.fica. 

daba lugar a una enzima que no pod~a ser activada. Se ha reportado 

que los detergentes iónicos <como Sarkosil) por lo general 

desnaturalizan las prote~nas. De hecho. baja la cantidad 

espec~fica de hem? a a la que se llegaba. con respecto a una pro-

te~na e1ectroforéticamente pura (más del 903) indicaba que se te-

n~a una desnaturalización parcial. y una pérdida del grupo hemo. 

Con el presente protocolo. la enzima se obtuvo con 22 nmol 

heme a/mg. el cual es el valor más alto reportado en 1a literatu-

ra (Ludwig, 1987). Esto puede deberse. tanto a que efectivamente 

se tiene una preparación muy pura. 6 a que el valor de prote1.na. 

utilizado en los cálculos de las con._centrac iones espec~fj.cas de 

hemo a esté subestimado. Para esto es necesario hacer notar que 

cuando la proteína se determinó por los métodos usuales (Lowry, 

Bradford. Biuret). J.os valores són más bajos de lo que se ob-cuvo 

por el método de Lowry-SDS (ver Métodos). Además, considerando la 

relativa estabilidad de las protel..nas tr21tamientos agresivos 

(sales biliares (33), Tritón X-100 (63) LDS ( 13. es 

posible que el citocromo a.a.
3

• usando el métc•de> de Lowry-SDS. no se 

desnaturalice totalmente. de tal forma que no todos los sitios 

reac~ivos de la proteína al reactivo de Lowry estén disponibles. 

Inclusive, en la electroforesis en presencia de SDS. a pesar 

tratamiento previo tan largo de desnaturalización, parte de 

proteina se encuentra agregada (ver ma~ adelan~e). 

CL toc::::-om.o oxLda...sa. ca.a _ 
a Con respecto a 

complejo caa
8

, con un protocolo similar 

SS 

la purificación 

al empleado para 

del 

la 

del 

la 
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Figura Purificación del citocromo caa
9 

de Bac~LL-us cer~us . 

patrones de eluci6n durante la cromatografía en: A, DEAE-Bio-gel; 
B, DEAE SephadeY.; y C, hidroxilapatita- En las gráficas están 
representados la absorbencia a ú05 nm (~~) y la actividad 
(-·-·---··•> . La concentración de sal durante la elución también est"'
representada (- - -> y se indica de O a 250 mM de NaCl para A, de 
o a 125 mM de NaCl para B y de o a 50 mM de fosfato de sodio para 
e_ 
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Tab1a VI. P1..D"""ificaci6n de1 cit..ocromo caa de Bcz.citt-u..s cereus .. 

Hemo a/ 
Paso Prot.eína. Heme a proteína Rendi mi ent..o Veces 

Cmg::> Cnmol.::> Cnmol./mg::> e'° de purif'ic. 

Membranas 3,600 1. 04-4- 0-29 c100:> :l. 

1 .. Trat..am.i.en.t..o 
sa1es bi1.ia.res 1,740 783 0-45 75 :l. - 55 

2 .. Ext..racción 
Trit.6n x-100 362 434- 1.:2 4-3. 4-.13 

3.Fraccion.anden.t..o 
DEAE-Cel. ul. osa 3.10 231 2.1 20 7.24-

4.Fra.ccion.arn.i.ent..o 
en DEAE Bio-ge1 30 3. 74- s. a 17 20.0 

5.Fraccionanúent..o 
su.l.f' a.t..o de amonio 16 3.20 7. !5 11 26.0 

6.Fraccionam.ient.o 
DEAE Sephadex a 3.04- 3.3.0 9.9 45.04-

7.Fraccion.amient.o 
H.i. dr oxi ap.a.t. i t.a. 2. 4- 4-S 20 !5- o 75.86 
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t . .; 

cii:eocromei a.o 
a {Ver Figura 5 y Tabla VJ). 

se mejoró la preparación obtenida anteriormente (Ga:r-cía-Horsman. 

1988). El complejo se obtuvo con una proporcion con 20 nmol 13 

nmol/mg de hemos a y e respectivamente {Tabla VI). comparado con 

los valores de 8.9 y 4.5 determinados usando el método anterior. 

No obstante. el rendimiento ahora 

obtenido anterioMÍiente (3.3%). 

fué mas 

Caracterización espectra1 de 1os ciLocromos 

bajo (1.2%) 

ªª " 
y ca.a.

9
• 

que e1 

El citocromo a.a
9 

de B. cereus presen"tó las caracter..1 sticas 

espectroscópicas tipicas de este tipo de enzimas. En 1a Figura 6, 

se presentan espectros en varias conáiciones de medición. E1 trazo 

ª· corresponde al espec"t.ro absoluto de la enzima oxidada. 

observándose la se~a1 correspondiente a 423 nm. El trazo b es el 

espectro absoluto de la en=ima reducida apareciendo las bandas 

caracter1sticas a 4~3 nm y 599. El espectro difere:ncial reducido 

menos oxidado Se presenta en el trazo c, con sus máximos 

correspondientes ( 445 nm y 602 nm). Cuando se burbujeó monóxido de 

carbono a una muestra reducida y se registró el espectro absoJ.ut:o 

(Trazo d). se observa una disminución del 50% en la se"al de 445. 

Esto indica la presencia del herno o
9

• que es parte del ~itio de 

unión del mon6xido (ver la sección de Generalidades) El espectro 

diferencial reducido m~s monóxido conL:ra reducido presenL:ei las 

se~ales esperadas: picos a 430 nm y 595. y valles a 445 nm y 610 

nm. El citocromei caa 
9 

espectra1es con respecto 

presenta 

a las 
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Figura 6. Caracterización espectral. del.. citc•cromo ao:.
3 

de 

BacLtl-u.s cereus. Se utilizaron 0.1 rng de proteína en amortiguador 
de Tritón X-100 0.13. Tris-HCl 100 mM pH 8.0. Se presenta el 
espectro (al absoluto oxidado; (b) absoluto reducido; (c) reducido 
menos oxidado: (dl absoluto reducido ~ CO; y (e) reducido CO 
menos reducido. Los registros se efectuaron a temperatura 
ambiente. 
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445 
1 

556 

Figura 7. Carac~erizacion espec~ral del. 
Bac~ltus cer@us_ Las condiciones fueron las 
Fig.6.Espectro (a) reducido menos oxidado; (b) 
oxidado; (c) reducido CO menos reducido. 
efectuaron a temperatura ambiente. 
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Tab1a v:tr. Determinación de cofac~ores en l.os 

... de Ba.c i. l. l-u.s 

Hemo a. c .. ( nmol./mg) CL 

Cu 
. b 

Cnato/mg) 

Cu/ Hemo a 

cer9"US .. 

Cit 

22. 

35 

o.a 
9 

1.68 

·-13.3 

Determinados espectrofotomátricamente. 
0 Determinados por absorci6n at6mica . 
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Cit 

ao. 
9 

Cact 
B 

20. 11 

30 
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se~ales correspondientes a un hemo e (picos a 417 y 550 nm 

espectro reducido menos oxidado, Figura.7). 

en 

Se determinaron las catidades de fierro y cobre en ambas 

enzimas por absorci6n atómica (ver Tabla VII). LOS resultados 

indican la presencia de fierro y cobre en una proporción cercana a 

2:3 y 3:3 para el -:citocromo aa
9 

y 

discusión) . 

Na.t.ur.a1eza de1 comp1ejo caa
8

. 

el caa 
9 

respectivamente (ver 

Interacción del c~tocromo e con &l aa
3

. Inicialmente. cuando 

se aisló parte del citocromo ªª a asociada 

citocromo tipo e de membranas de B. cere-u.s 

a 

en 

J.a se~al. de un 

fase estacionaria 

(ver Garcia-Horsrnan, 1988), se pensó que la asociación era de tipo 

enzima-sustrato gobernada por interacciones no cova1entes. 

Por lo anterior. se decidió tratar de disociar el complejo. Para 

esto se sometió el comp1ejo a varios tratamientos: {i) 

a 250 mM de NaCl seguida de dilución hasta 25 mM y 

incubación 

filtración 

molecular: (iiJ sustitución del Tritón x-100 por Sarkosil (0.05'7.) 

y cromatografia en DEAE-Celulosa; (iii) sustitución de Tritón 

lauril malt6sido (0.13) y crome t ogra f .1 a en DEAE-Cel.ulosa 

por 

6 

filtración molecular: (iv) sustitución de Tritón por asolectina 

(50 µg/mll y fraccionamiento en 1as mismas col.umnas; (v) 

sometimiento de1 compl.ejo a los primeros pasos de purificación es 

decir: tratamiento con sales biliares (más sonicación) . 

tratamiento con Tritón al 67. y cromatografia en DEAE-Celulosa (ver 

Métodos). En ninguno de las casos anteriores, se pudo obtener una 
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Tabl.a VIII. ca.a de BacL l. l.'U.S' Reiación c:a de1 

después de 1os 

compl.ejo 

" ~ra~am.ien~os indicados~ 

TRATAMIENTO 

i. Fi1tración mo1ecu1ar 

ii. Sustitución de Tritón por 

Sarkosy1 

iii. Sustitución por Lauri1-ma1tósido 

iv. Sustitución por Aso1ectina 

v. Tres primeros pasos de purificación 

Fracción purificada 

~- Para deta1les ver el texto. 
Determinados espectrofotómetricamente. 
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separación del citocromo e (Tabla VIII). En todos los casos 

obtuvo una preparación que conten~a se~ales de hemo a:hemo e: 

1:1 aproximadamente, es decir un citocromo 

Expresión. del cit.ocrom.o ca.a durante .. 

caa 
a 

et 

(ver Tabla .VI). 

cree im.i.en.t.o de 

se 

de 

ta: 

bac~er~a. Como se'~ab~an podido aislar y purificar dos oxidas as 

del tipo ªª B 
de B. una pregunta que surgió fue la. de si 

estas dos oxidasas se expresaban a todo lo largo del crecimiento 

de la bacteria. Como se sabe, la expresión de :Las oxidasas 

bacterianas. está regulada en general por las condiciones del 

medio de cultivo. as~ como por la etapa de crecimiento (ver 

Antecedentes). Por lo tanto. se pensó en determinar la expresión 

de las dos oxidasas a lo largo del crecimiento. Dado que no se 

pod~a determinar dichas can~idades directamente en las membranas 

intactas. puesto que las se~a1es 7spectrosc6picas se sobreponen. 

fue necesario procesar las membranas de acuerdo con el protocolo. 

de purificación (ver Figura 3) hasta donde ambas formas 

enzimaticas se separarán e• en la Fig.3) De tal forma, las 

cantidades de~ectadas resultaron relativas considerando 1a pérdida 

en rendimiento que se obtiene hasta ese paso de purificación, no 

obstante dan una idea clara de la relación entre las dos oxidasas. 

Se aislaron membranas a pértir de celulas en crecimineto 

logarítmico (ver Métodos). as~ como a partir de células en fase 

esporulante. Dichas membranas. cada una por separado. se 

someLieron al proceso de aislamiento de cada una de las oxidasas 

(ver Figura 3) y se analizaron espectrofotométricamente las 

fracciones correspondientes a las enzimas: con respecto a 1as 

células esporulantes, fué posible obtener tanto citocrorno ªªs • 
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Tab1a IX. Expresión de 1os citocromos ªªa y caa
8 

en 1as 

vegeta~iva y·esporul.ante de BacLlLus cer&us 

fases 

FRACCION VEGETATIVAS ESPORULANTES 

Membranal.: 

Hemo .. a 

,. 

Hemo' ·e:&. 

So1ubilizado de Tritón: 

He:mo a to'"t:a:L 2 

Rendimiento: 

Cit: 

Cit: caa 
a 

Re l. ación 

Heme .. 
a 

Prote.1.na"" 

Prote.ina"" 

caa. 
" ªª ,. 

0.11 0.31 

0.19 0.55 

36.1 67.2 

12.2 20.S 

1.52 3.44 

0.31.3 9.18 

0.97 

0.03 o.s 

.. nmo1·mg-... 2 nmo1. ªnmo1/2SO mg de prot:e~na membrana1. 

mg de prot:e~na membranal.. 

... 
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como caa
9 

en proporci6n 2:1 aproximadamente <Tabla IX) 

En el caso de células encrecimiento logar~tmico, no se pudo 

aislar e.1 complejo caa
9 

en cantidades apreciables. Sin embargo. 

casi toda la absorción correspondiente de hemo a detectada en el 

solubi1izado. se aisló corno citocromo aa
3 

en este caso (Tabla IX). 

De acuerdo ~":con es'tos resultados. existe una expresi6n 

diferencial de las dos oxidasas: en la fase logar~tmica de 

crecimiento podemos aisla~ casi exclusivamente al citocromo aa. 
" 

(más del 95~ de la absorción de hemo a). sin encontrar cantidades 

detectables del complejo coa,.. En la :fase esporulante. se pudieron 

aislar las dos :formas de la enzima en una proporci6n de 2:1 de 

Peso mc.'tl.ecu.1.ar de l.as oxidas.as ªª a 
y caa.

3
• 

Para de"terminar el peso molecular de las dos enzimas. 

inicialmente se intentó hacer la determinación por electroforesis 

en condiciones nativas. Para esto se corrieron geles con el 

sisterña Leammli en varias condiciones: a) en ausencia de 

detergentes; b} en presencia de varias concentraciones de Tritón 

X-100; y c) en presencia de varias concentraciones de Sarkosyl. En 

ninguno de los casos mencionados se pudo obtener buenos 

resultados. puesto que la prote~na se precipitaba o se agregaba 

sin entrar al gel. Por otro lado. se ha reportado que la 

eiectroforesis en poliacrilamida en presencia de dodecil sulf"ato 

de litio (LDS) a ~ºe ha funcionado en algunos sistemas !"'espe"tando 

las interacciones proteicas. De acuerdo a es-ce antecedente. se 
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66-

Figura e. Electroforesis en poliacrilamida en presencia de 
LDS a ú C de los citocromos aa

9 
{carriles a y e) y caa

9 
(carri1es 

by d). Los geles fueron te~idos con azul de Coomassie (1) 6 
bencidina lII). Para detalles ver la secci6n de MATERIAL Y 
METODOS. 
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corrió una eJ.ectrof oresis en el. sistema de LaemmJ.i en presencia de 

0.13 de LDS a 4°C (Fig. B). Como se puede apreciar, tanto el. 

citocromo ªª a (carril.es a y c) como el. caa 
a (carril.es b y d) • 

corrieron como una sol.a banda en estos gel.es como J.o reveJ.6 J.a 

tinción para prote.!.na (Fig.B, carril.es a y b) Del. mismo modo, J.as 

bandas tuvieron a~tividad de peroxidasa (carril.es c y d) debido a 

J.a presencia de J.os grupos hemos, J.o que sugiere J.a preservación 

de J.a estructura terciaria de J.as prote.!.nas (En gel.es 

temperatura ambiente. por lo menos para e1 citocromo 

con sos a 

~ªa• no se 

tiene actividad de peroxidasa). EJ. citocromo aa
9 

migró como una 

banda de masa moJ.ecuJ.ar relativa de 85,000, mientras que el 

compJ.ejo J.o hizo con una banda de 92,000. Esto puede tomarse 

evidencia de que el. hemo e está unido- covalentemente a una de 

como 

las 

subunidades de J.a enzima (ver más adelante). 

También se rea1iz6 una estimaci6n del. peso moJ.ecuJ.ar por 

filtración molecular. Para esto se utilizó una columna de UJ.trogeJ. 

AcA-34 (2 X 150 cm) equilibrada con SarkosyJ. 0.053, KCJ. so mM, 

HEPES so mM (pH 7.4). En J.a Figura 9 se presenta el. perf iJ. de 

eluci6n del ci tocromc. c:r.a.
3

• así como del ca.a.
3

. En J.os dos casos~ la 

muestra eluyó en un solo pico con una masa molecular relativa de 

165 .. 000 para la o>: id asa. ªª:a y de 190. 000 para e:l citocromo ca.cz
9

• 

Estos valores no corresponden con los obtenidos en la 

electroforesis con LDS. sin embargo, coinciden aproximadamente con 

una agregaci6n dimérica en la filtración molecular. Para tratar de 

monomerizar el supues~o d~rnero. se repitió la filtración molecular 

sustituyendo el Sarkosyl por asoJ.ectina (10 µg/ml), por ~-D-J.auriJ. 

maJ.tósido (0.013) ó por Tritón X-100 (de 0.01 a 0.13), y en cada 

uno de J.os casos J.a cromatograf.!.a se corrió con so 6 O mM de KCJ.. 
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Figura g_ Patrón de e1ución en uitro-gel AcA 34 de los 
ci i:ocrornos cu::t

3 
{ ---) y ccxa.

3 
<. - - ) de Bo..c i l. l. us cereu.s _ La columna 

se equilibró con amortiguador HEPES K (HEPES 50 mM. KCl 50 mH pH 
7.4) en presencia de aso1ectina 10 µg/rn1- Las muestras se 
encontraban suspendidas en el mismo amortiguador. La recta 
represente 1a curva de caiibración con prote~nas con peso 
molecular conocido: GDH, glutamato deshidrogenasa; ADH. alcohol 
deshidrogenasa; Hem. hernog1obina; Cit ~. citocromo c. 
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En todos los casos mencionados. se ob"tuvieron resu1"tados análogos. 

es decir un peso molecular correspondien"te a un dímero. Para 

concluir sobre el valor de peso molecular se requirió correr una 

electroforesis en SDS, de tal forma que la suma de los pesos 

moleculares de las subunidades nos diera una aproximación del peso 

molecular de las tioloenzimas <ver adelante) . 

Composic:i.ón pol..ipept.ídica de 1os ci~ocromos ªª .. y ca.a.a~ 

Para conocer la composición polipeptídica de las dos enzimas, 

se corrió una electroforesis en geles de poliacrilamida en 

presencia de SDS con el sistema reportado por Schager y col., 

(1986). En la figura 10 se muestra el patrón electroforético. El 

citocromo aa
8 

presentó dos bandas con masas moleculares aparentes 

de 51 """' <Il y 3(';..l:a. (IIl (carriles a y b). El citocrorno 

también mostró dos subunidades (.50 ~~c.. y 37. S y.Da carril C) De 

acuerdo con la suma de las masas moleculares de las subunidades I 

y II, para el citocromo aa
8 

el peso molecular de la holoen=ima 

ser.ia de 81 L,.'f'LJ. lo que concuerda con el valor de es hDo obtenido 

por electroforesis en presencia de LDS a ¿ºc. Del mismo modo, los 

valores concuerdan para el citocromo caa
3

, 87,S con 92 \.-...i~. Por 

lo tan"to. podemos decir que la enzima presenta una estructura 

dimérica en solución. Sin embargo, esta conclusión debe tomarse 

con cuidado, pues"to que no se determinó la cantidad de 

fosfol~pidos o detergente unido a la enzima. 

Por otro lado, cuando después de la electroforesis en SDS se 

ti~ó para actividad de peroxidasa, usando el colorante TMBZ. la 
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Figura 10. E1ect:roforesis en poliacrilamida en presencia de 
SDS de J.os cit:ocromoE oa.9 y c:a.a9 de Boc:L l l1..LS c~rE?us. Se: utilizaron 

SO µg de citocromo ªªa purificado a partir de células vegetativas 

(carril A) o esporulantes (carriles E y FJ; 60 µg de citocrorno 
cae (carriles e y G). Se utilizaron como estándares citocrorno e 

" de caballo 115 µg) (carriles D y Hl y una mezcla de prote1nas (25 
µg, ver sección de MATERIALES Y HETODOSJ (carriles E e IJ. Los 
geles fuerno tenidos con azul de Coomassie (del carril A al EJ o 
con bencidina (del carril F al IJ. 
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subunidad II de1 citocromo caa .. presentó actividad (Fig.10. carril. 

g). Lo que indica que ei hemo e se encuentra unido a esta 

subunidad. Resu1t6 evidente. que ia subunidad II de ias dos 

enzimas fue diferente: en ei citocromo cc:z.a esta .. subunidad es más 

pesada y posee ei hemo e (ver mas ade1ante) 

suponemos que ia subunidad I es ei mismo po1ipéptido para ias 

dos enzimas pues ambas presentan 

e1ectroforético. Además. ~os hemos a 

el mismo comportamiento 

(.:. y ª .. ' y cobre, son ios 

mismos en las dos enzimas. Por 1o que existe razón para pensar que 

dichos cof actores no se encuentren unidos a la subunidad I como se 

ha demostrado para varios citocrornos del tipo ªªa· Por 10 tanto, 

podemos pensar que 1a bacteria posee un gene para 1a subunidad I y 

no dos genes para dos subunidades idéhticas con la misma funci6n. 

Sin embargo, estas suposiciones necesitan evidencia experimentai 

adicionai (ver mas ade1ante). 

Re1ación es~ructurai entre 1os citocromos 

De acuerdo 

y caa. .. 
a 

con ios resultados 

electrofor~ticos. se hab~an planteado dos preguntas: cual es ia 

simil.itud entre las dos oxidas as 

citocromo e unido a ia subunidad 

y 

II 

cuai 

de 

es ia identidad de1 

Para tratar de 

contestar estas preguntas, se obtuvo an~isuero de conejo contra el 

citocromo ªªs de B. c~reus y se ensayó la cruza con ei citocromo 

ca.a.
3 

por inmunotransferencia tipo ••western". En la Figura 11.1 se 

muestra el gel de poliacrilamida de fracciones semipurificadas de 

ios citocromos ªªa y caa 

"' 
(carriles d y 
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Figura 11 _ Inmunot.ransferencio de los cit.ocromos. a.cz:.
9 

y co.o.
9 

de Bcz.c i. l. l.u.s cerll!i-1....L$. 1. Gel de la elecLrofc.reE"-is en poliacrilamida 
tenido con azul de Coomassie. 2. Prote~na transferida a una 
membrana de nitrocelulosa y decorada con anticuerpos anti-cit ao

9 

de B.cereus. 3. Prote!na transferida a nitrocelulosa y decorada 
con anticuerpos anti-cit e de caballo. Los complejos 
ant~geno-anticuerpo fueron tenidos por la recciOn de peroxidasa de 
un segundo anticuerpo anti-lgG-Peroxidasa. Carril a, marcadores de 
peso molecular: carril b. citocromo c-oxidasa de bovino (15 µgJ: 
carril c. citocrorno e de caballo (15 µg): carril d, citocromo caa

9 

de Bcz.cil.L~s c~~eus fracción l Tabla VI) 
citocrornc• a.o. 9 de Ba.c i l. l.us ce-rEus fracción S 
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subunídades I y II de cada enzima están indicadas. Un gel 

idéntico, se transfirió a nitroceluJ.osa y se expuso aJ. suero 

anti-aa
8 

CFig.11.2). Después de haber sido reveJ.adas J.as bandas de 

los complejos anti.geno-anticuerpo, se observó que J.as dos bandas 

correspondientes a J.as subunidades I y II del citocromo 

cruzaron con el anti-aa . La cruza 
' a 

entre J.as subunidades I no 

resultó sorpresiva. pues considerarnos que se trataba de J. mismo 

polipéptido para ambas enzimas. Sin embargo, la cruza con J.a 

subunidad II de caa
8 

fue un resuJ.tado que nos indicó que dicha 

subunidad tiene una estructura polipept.i.dica muy similar a J.a 

subunidad II de aa
8

• Por otro J.ado. J.os anticuerpos contra eJ. 

citocromo aa
3 

de B. cereus. fueron capaces de reaccionar con J.a 

subunidad I de J.a citocromo c-oxi_dasa de bovino .. sugiriendo 

fuer~emente la analog~a entre estas dos oxidasas, por 1o menos con 

respecto a la subunidad I. cosa que es común para otros citocromos 

aa bacterianos Cver introduccióri). 
a 

Por otro lado, se probó la reacción de anti-citocromo e y de 

anti-citocromo e de bovino con .. e1 citocromo caa
9 

de1 B.cere-us. En 

la figura· 11. 3 se muestra J.a inmunotransferencia utilizando suero 

anti-ci-c e de caballo. Corno se puede observar, la banda 

correspondiente a la subunidad 11 del citocromo caa
8 

de 

que posee un hemo e~ cruzó con los anticuerpos anti-cit e, 

siendo as.i. para la subunidad Il. del citocromo ªªs- No 

reacción en ninguno de los casos con e1 anticuerpo contra cit 

Por consiguiente~ podemos sugerir que J.a subunidad II 

no 

hubo 

e -.. 
del 

citocromo caa
3

• esta constituída por un segmento de J.a subunidad 

II de ªªs ~ fusionado con un poJ.ipéptido de un citocromo tipo c. 
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que enlaza covalen~emente un grupo hemo. 

Es necesario hacer notar que para estos experimentos se 

hicieron controles para determinar la especificidad de los sueros 

(aparte de los expuestos en la secci6n de METODOSJ. En el caso del 

anti ªª•de B.cer6us. las proteinas usadas como marcadores de peso 

molecular CFig.11: carril Al y el ci-cocromo e de corazón de 

caballo (Carril C) fueron contrc•les negativos. asi como las 

proteínas contaminantes que aparecen en los carriles D y E. y el 

citocromo ªªa de B. cereus como control positivo. En el e.aso del 

anti-cit e de caballo. los marcadores. la c:i.tocromo oxidasa de 

bovino y el citocromo ªª "' 
de B. cereus. fueron controles 

negativos. mientras que el citocromo e de corazón de caba1lc1 fué 

el control positivo. 

Carac~erizaci6n ciné~ica. 

E/ec~o de típidos y detereentes. Tanto el citocromo ªªa corno 

el citocromo que son obtenidos después de la 

cromatografía en hidroxiapatita. en pre E.ene i a de Tritón 

presentanron bajos números de recambio (menos de 10 -· seg J 

última 

x-100. 

Para 

reconstituir la actividad, fué necesario eliminar el detergente. 

Para esto. las muestras se incubE:tron en presE:ncia de perlas 

micro-reticulares de copol~mero estireno-divinilbenceno 1810-BEADS 

SM-2). en las cuale& de:i:.ergente adsorbe <.ver método~.). 

Después de la incubación, la proteina formo un precipitado ligero 

y fué necesario agregar fosfol~pidos o algún deterge:ni:e que no 

afectara la actividad. Para determinar la condición adecuada para 
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Figura 12. Efec~o de cardic•lipina ( ·--·}. fi'-lauril mal tosido 

y osolectina (•----) sot•re la actividad del cii:.ocrorno 
aa

3 
de Baciii-u.s cereu:=. Se midió la actividad de citocromo 

c-ox~dasa después de sonicar la enz~ma cen el med~o de Tr~tón 
X-100 ~al como se obt~ene en el paso 6 de la Tabla VJen presenc~a 
de las cantidades rr.arcadaE del anfifilo. por 30 seg. La actividad 
se midió polarcgráficameni:.e en aillortiguador HE?ES-r: <2 ml). 

1:.S:i: 
SALIR 
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hacer el estudio cinético, se examinó el efecto de activación 

varios compuestos anfif.1.licos. Se midió la actividad de 

TMPD-oxidasa después de sonicar las enzimas por 30 .seg en 

presencia de cantidades variables de asolec.'tina, cardiolipina y 

~-laurilmaltósido (Fig.12). Como se puede observar en la figura 

12. la adicion de ·estos tres compuestos activaron a la enzima de 

10 a 15 veces dependiendo del compuesto y de su concentración. Con 

respecto a la cardiolipina. esto dió lugar a la máxima activación 

a una concentración alrededor de 15 µg/ml, para después tener un 

efec'to inhibitorio a concentraciones mayores. llegándose una 

actividad estable entre 25 y 100 µg/ml. La cardiolipina tamt•ién 

fue capaz de activar a la enzima de acuerdo a un c.omportamienLo 

saturable, obteniéndose la máxima activación alrededor de los 10 

µg/ml. La asolee tina tuvo un efecto similar al de lauril 

maltósido, solo que el efecto activador fué menor alcanzándose una 

meseta desde 10 hasta 25 µg/ml. A e c•nceni: rae iones 

observó una inhibición del 503 en la cc•nce:nLrocion alta 

asolectina que se utilizo (70 µg/ml¡. En lo sucesivo. los datos 

presentados de actividad se midieron en presencia de asolectina 10 

µg/ml. pues, aunque se tiene una mayc•r activacion con /?-lauril 

maltósido, la asolectina resulta ser mucho mas barata y además no 

presen"t.6 efectos desac"tivadores tan rápidos come• con el 

detergente. 

curvas 

de sustra~o para oxígeno y citocromo e de la forma usual~ variando 

la concentración de uno de los sustratos y manteniendo el otro 

saturante. Los experimentos para obtener la curva para ox1geno se 
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Ac11vioA.O/[ Su:=nt-:.ATO) 

F1gura 13. Curvas de Hofst1e de la cin•t1ca por ox~geno 
(•---e) y por ci'tocromo e f o--c.) de los citocromos a.a.

3 
(A) y ca.a.

3 

(B). La act1v1dad se rnidio polarogr•ficamente en amor~iguador 
HEPES-K que conten~a 10 µg/ml de asolectina 12 ml) manten1endo uno 
de los sustratos saturantes (200 µH ox~geno o 150 µM de citocromo 
e) y var1ando el otro. La aprox1mación de las curvas se real1z6 
por el programa SIMPLEX CI~sti~uto de Fisiología Celular). 



'"" 

rea1i=aron de la siguien~e manera: la enzitna. incubó en el 

amortiguador de medida (ver pie de figura) saturado con 

(aprox 400 ngato 0/ml o 200 µMJ y se arranco la reacci óT1 con 

sustrato (ascorbato-TMPD ó ascorbato-citocromo e). a concentración 

saturante. a medida que el ox~geno se fue consumiendo ( regis-r.radc• 

por el electrodo Clar~J. se midió el cambio en la pendiente a lo 

largo de el trazo en el registrador. relacionando 

concentración de ox~geno en cada punto. La cinética resultó ser de 

tipo Michaelis-Menten 

• presen~adas CFig 13a) 

como lo revelan las curvas de Hoffs-cie 

para las dos en=ima.s~ con una KTT'l 
cp 

de 1S µM para el citocromo ao.
3 

y cc:za.
9 

re:spec"t.ivame::n-r.e. 

Con respecto a la curva de citocromo c. se midió registrando 

la pendiente en presencia de condiciones saturantes de oxigeno y 

de ascorbato. variando la concentración de citocromeo e de 

levadura. Como se observa en la figura 13b, la cinética es tarnbien 

de tipo Michaelis-Menten. con una K~ de 10 µM y 7& 
cp 

µM para el 

citocromo ªª• y caa• respectivamente. Es necesario hacer notar que 

el citocromo ªª• tiene una mayor afinidad por citocromo e pero una 

menor a-=-c.i.vidad (.:;..:...:...~o~= 100 cc0 mpe:.reidc• 

(o:.-:.n.-:,\~ -· 150 s.eg ) . mientras que la af~nidad 

parecida para ambas enzimas lver Tabla XI. 

e on E:l citcicrorno 

por oxígeno es 

presentaron un compor~amiento m~y parecido ante el cianuro 

ca.a 
" 

muy 

y el 

rneinóxi.do de carbc•nc•. cla.sicos de cii:.ocrorno 

c-oxidasas. El cianuro inhibió las dos enzimas con de 

aproximadamente 4 µM, mientras que el monóxido de carbono lo hizo 

con una K0 _~ de alrededor de 123 de saturac~ón (Fig.14). 
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Tabla X. Constantes ciné~icas de los cit..ocromos 

Km (µM) 

Ox.1.geno 

Citocromo e 

TMPD 

t>-c+ '" 1 c:\c;..d 
rno L C seg-.. ) 

Bac~ll-us cereus. 

CITOCROMO 

s 

l.0 

3l. 

l.00 

83 

a.a .. 

y caa 
3 

CITOCROMO 

20 

76 

60 

l.50 

de 



100 

Fisura 14. lnhibici6n de la actividad de citocrorno c-oxidasa 
de J.C-E'· citc1c::rornc1:. a.o:.9 t•____.) y ca.o.9 {co--c.) por cianuro (AJ y por 

monCxido de carbono \B). La actividad se midio en amortiguador 
HEPES-K asolectina 10 µg/rnl 12 ml). Para las adiciones de co. se 
utilizó un amortiguador saturado con mon6xido de carbono y se 
mezclo con &mortiguador sa~urado de air~ para obtener los 
porcentajes seftalados. Este experimento se hizo en ausencia de luz 
directa. 
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DCCD. Uno de características: de los 

citocromos aa
9 

es que unen DCCD covalentemente dando lugar a una 

enzima con bombeo de protones inhibido. mien~ras que la actividad 

de transporte de electrones permanece inalterada. Se decidió, como 

paso previo a los ensayos de bombeo 

coni:roles de actividad en presencia de 

incubó al citocrornei ªª ,. de B. 

de protones. hacer los 

DCCD. Para lo cual. se 

C.C•n diferentes 

concentraciones de DCCD. cuando se midió la actividad de citocromo 

c-oxidasa de la enzima, sorprendentemente se enconi:ró que ésta 

actividad se inhibi. a conforme se aumentaba el tiempo de 

El incubación. o cuando se aumentaba la concentración de DCCD. 

control fué incubado en c6ndiciones idénticas solo que agregando 

etanol puro. que era el veh~culc del pCCDJ {ver figura J.5) -

se puede observar. la actividad es parcialmente resisi:ente a 

Como 

DCCD 

a i:iempos cortos de incubacion y a concen"traciones de 

inhibidor. A medida que aumenta ~l tiempo_ se presenta una rb.pidc. 

inhibición hasta el 20~ de actividad remanen~e la la= 2 horas a 20 

~M; a las J..S horas a 200 µM y a 1 hora a 2000 µMJ. Pos~eriormente 

la enzima se inactiva complete y lentamente has~a las ~ de 

incubación. con un comportamientc• i..ndependien't:e de la 

concentración de DCCD. Surgio entonces la pregunta de duran"t.e 

su inhibición. el DCCD se unia ccvalente~en~e a la ?ara 

contestar la pregunta se incubo le enzima en pre~encia de variE:.8 

conceni:.racieone: de DCCD m:rc 2::dc. CC•r. ~c.metiO a 

elecL:roforesi: e ver la de Mé--;:odos. J Los geles se 

analizaron por autoradioau~ografia. Alternativamente. el gel se 

cortó I0.5 mmJy se dei:.erm.inó la radieiei:ctividód por cen-r:elleo. 

despu•s de una digestión con perexido de hidrógeno. En ninguno de 

8~. 
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TIEMPO (HORAS) 

Figura 15. Inhibición de la actividad de citocromo 
del e i tc•crc•rno a.a

9 
de Bo..c t.: l. Z. us;: cwr4P-~~ por DCCD. La en;:.irno 

c-oxidei.sa 
( 10 µg) 

se incubo en el amortiguador HEPES-K (1 ml vol.final), con adici6 
de 50 µl de DCCD en metano! hasta una concentración de 20 µM 
(-+-.--..). 200 µM < 0-- 0 ) ó 2000 µM (•----e)~ o en presencia de 50 µl 
de metanol puro I• - - •I por el tiempo indicado. Despu•s se midió 
la actividad en amortiguador HEPES-K, asolectina 10 µg/ml. 
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en::imó 

1cubada con &•c-DCCD. Por 10 anter1or sesug1ere que e1 DCCD n6 se 

une a 1a enzima. por io menos en las condiciones ensaye. de 

1nh1b1c16n de 1a act1v1dad transportadora de e1ectrones. 

1 ¡ 
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DISCUSION 

En esta tesis se presen"ta 1a caracterización de dos o>: idas as 

de tipo a.a de E. 
" 

cere-u.s. E>:is"te, como se vió anteriormen"t:.e. una 

creciente información acerca de en:imas de este tipo. En general 

se ha visto que las oxidasas bacterianas estudiadas son anAlogas a 

la enzimo ¡nii:eocondrial. Sin emt•argci. no se ha reportad e• 

concluyentemente la presencia de dos enzimas de este tipo ( cz.o ) 

" 
en 

la misma bacteria. Unicamente, en S-u.LfoLobus a.e i doca.l.da.r ius se 

aislaron. en dis-cin;:oE" .. dos preparaciones del 

citcicromo a.cz
3 

con caracter.ísticaE estructurales y funcic1nales 

diferentes CAnemuller y Schafer. 1989; Wakagi. y col. 1989 l. Sin 

embargo, aunque no existen en este caso ra:ones para pensar que se 

trata de la misma enzima, no se han efectuado -=-s"t:udios que lo 

demuestren <Waka~i y col. 1989) Aún rr.~s. no existe inf ormacion 

acerca delor1gen de la cepa que se utilizó para aislar es"t.as dos 

oxidases (para algunas bacterias existen dife-rencia.s apreciot•les 

en la expresión del sistema respiratorio entre cepas de la mi srna 

especie. ver pcr ejemplo Keister y col .. (19E3J 

Por otro lado. en eucari c·~e~ se h&.n descrito 

isoformas de la citocromo oxid~sa dependiendo del tejido a partir 

del cual se purificó é~~c (Kadenbach y col .. 1983). En eucariotes 

inferiores, se han detectado isoformas durante la diferenciación 

tDispirito y col .. 1986). En los casos mencionados. la 

diferencia entre las isoformas radica en la expresión diferencial 

de las subunídades peque~as ( supues"!:amen-;:e reguladora5) 
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codificadas por e1 núcleo. mientras que las subunidades 
·-:.>. 

mayores 

Clas catal~ticas y codificadas por el DNA mitocondrial) permanecen 

sin cambio. Aúm mas. no se ha detectado diferencias significativas 

en cuanto a la actividad redox entre las diferentes isoformas en 

eucariotes. Sin embargo. aún no se han hecho estudios comparativos 

sobre la actividad de bombeo de protones en dichos casos. 

Por consiguiente. resulta aún más dif.1 cil explicar la 

presencia de isoformas en B.cereus. en donde al parecer, la 

diferencia radica en la presencia de dos subunidades II distintas. , 
que deben tener un papel importante en la catálisi.S. Las dos 

formas de 1a enzima se expresan diferencialmente a lo largo del 

crecimiento de la bacteria: durante el crecimiento vegetativo. 

pudimos detectar solo la expresión de~ citocromo aa
3

• mientras que 

e1 complejo caa
9 

se detectó solo en la fase esporulante. En este 

momento (dos horas después de que se inició la fase estacionaria), 

la expresión de los citocromos es máxima. presentándose una alta 

tasa respiratoria. Entonces. quizá una manera que tiene la 

bacteria para enfrentar la necesidad energética. es sintetizar una 

segunda ~nzima- Otra posibilidad. es que la nueva forma expresada 

se localize en la membrana de la pre-espora. para finalmente 

constituir parte de su sistema respiratorio. Se ha descrito con 

anterioridad. que el sistema respiratorio inac~ivo de la espora 

madura. est~ constituido por todos los acarreadores protéicos. 

estando ausente la quinona. lo que propicia su inactividad 

(Escamilla y col. 1988). Durante el proceso de germinación. la 

espora es capaz de restablecer una tasa respiratoria apreciable en 

los primeros 10 a 20 minutos después de iniciada la germinación 

(Escamilla y col., 1988). Por lo tanto. la presencia de complejos 
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respiratorios constituidos por de un como el 

citocromo caa •. 1e dar~a mayor eficiencia al sistema respiratorio 

en una membrana. al parecer poco f1uida <Setlow. 19831 6. por otro 

1ado Una mayor estabilidad térmica. Subsecuentemente. a medida 

que la espora se convierte en una célula vegetativa. posiblemente, 

ya no existe 3.a necesidad de e c•nservar -cales complejos. 

sintetizándose los componentes individual.es. Todas 

posibilidades deberán ser consideradas para 

experimental. 
~ 

Masa nl01ecu.1ar-

un 

se determinó ia masa mo1ecu1ar relativa de 

posi:.erior 

las dos 

esi:.as 

examen 

enzimas 

por dos métodos. Por filtración molecular. en varias condiciones. 

e1 citocromo aa
3 

resultó tener un peso molecu1ar de 165 kDa. Sin 

embargo, en e1ectroforesis en LDS a 4°C. el valor obtenido fué de 

85 kDa (valor que representa la mitad del obtenido por 

mo1ecular l . El citocromo cae 

" 
dio una masa molecu1ar de 

filtración 

190 kDa 

en fili:.racion me.lec u lar y de 92 kDa por electroforesis 

desnó~uralizante··. otra ve~. este Ultimo Vcil.Or rep~esen~a la mitad 

de1 primero. Se puede sugerir entonces. que las dos enzimas tienen 

una estructura dim•rica en solución. o que poseen -4 :.ubunídades; 

dos mas pesadas con 1a misma maea rnolecu1ar y dos ligeras "también 

con igual masa. en una disposición o2~2 . Aunque se h2'.n reportado 

enzimas con dos subunidades del mismo peso molecular. resulL:.a 

dific:iJ.. pensar que la E:S"t.é consi:.ituid21 de cua-c.rei 

subunidades. Aún más. según los c•1culos de cantidad de grupos 
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prostéticos, si se toma el val.or de 165 kDa y 190 kDa 

respectivamente para 1as dos enzimas. 1os va1.ores. evidentemente 

se reducen de 2 hemos y 3 átomos de cobre para e1 citocromo a.a.
9

• a 

1 hemo y 1.s átomos de cobre y de 3:3 a 1.5:1.S para el complejo 

caa
8

, lo que no resulta factible por los datos espectroscópicos de 

la presencia de dos hemos a diferentes. 

ca.a. • 

"' 

La relación estructural entre las dos enzimas es clara. De 

acuerdo con los experimentos inmunológicos, la subunidad I de 

ambas enzimas posiblemente es el .. mismo polipéptido: Los dos 

polipéptidos tienen el mismo comportamiento electroforético y, 

además. la subunidad I del ci"tocromo ca.a.a reacciona con 

anticuerpos contra el citccromo a.a.
3

. Por otro lado. la subunidad 

II del citocromo caa
8

• que posee el heme e resultó ser mas pesada 

que la cor~espondiente del cito cromo (37.S kDa y 30 kDa 

respec~ivamente). Inicialmente se hab~a pensado que correspond~a a 

un citocromo e• por ser una proteína hidrof6bica 

molecular (los pesos moleculares de los citcromos 

y por 

tipo 

alrededor de 35 kDa), sin embargo también reacciona con 

el 

e . 
el 

peso 

están 

suero 

anti-citeicromo a.a.
3

• lo que indica una hornolog.1 a estructural. La 

cruza inmunológica de esta. subunida.d II de caa 
"' 

con suero 

anti-citocromo e y la ausencia de reacción con anti-citocromo e~. 

nos da razones para pensar que dicha subunidad es una fusión de 

proteínas; la subunidad II con un· péptido correspondiente 

citocromo tipo c. Podemos comparar 
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entonces. con aquel purificado de <Buse y 

col .. 1989). Este último posee 2 subunidades. una de peso 

molecular de SS kDa y otra, que tiene un heme e unido, con un peso 

de 33 kDa. De acuerdo con el análisis de la secuencia de bases de 

esta subunidad. se concluyó que está constituida por una fusión de 

un polipéptido ti~o subunidad II con un péptido tipo citocrorno e y 

nó e~. corno se habJ.a pensado inicialmente. 

Cinét..ica. 

Las dos enzimas presen"t:an actividades muy parecidas. Son 

capaces de O>:idar tan-co TMPD como ferrocitocrorno e de 1evadura 9 en 

un proceso sensible a cianuro y rnonóxido de carbono, de forma 

an6loga a lo que ya se ha reportado para otros citocrorno oxidasas. 

Lo que resultó interesante fué la sensibilidad a DCCD de la 

actividad respiratoria. La inhibición fué dependiente tanto de la 

concentración de DCCD como del tiempo de incubación. En general. 

para la rnayori& de los ci 'tocrorno!Z el DCCD se une 

covalentemente a la subunidad III de la enzima (o 61 poJ.ipép"tido 

homólogo) inhibiendo el bombeo de pro~ones. permaneciendo intac-co 

el transporte de electrones a través de la enzima. E>:iste. 

embargo. un caso en el cual se ti.ene un efecto similar 

er-JconLradei aquí : el ciLocromc. ªª " 
de 

fuer~emen-ce inhibido por DCCD en su 

/\.'i. t roba.e t =-r aei: z. i: s se 

aC"tiVidad de transporte 

electrones. aprox~madamen~e a las m~smas cond~c~ones que aquí 

sin 

al 

ve 

de 

se 

ensayaron IFukumori y Yamanaka. 19SSJ. Se investigó tamb~•n s~ el 

DCCD se un!. a e ovalen-cemente a la enzima de B. ce.reus; para es"to. se 
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incubó e1 citocromo aa
9 

en presencia de DCCD radioactivo a una 

concentraci6n de 2 rnM (1 ~Ci) por O, o.s. 1, 2 y 3 horas. A cada 

tiempo se detuvo ia· reacción filtrando por Sephadex G-25 y la 

proteina se precipit6 y se corríó en el.ectroforesis 

desnatura1izante. En ningún caso, se detectó radioactividad unida 

a las subunidades~ tanto en autoradiografia como midiendo la 

radioactividad por centelleo en rebanadas de gel. Es dif.1 cil 

explicar este fenómeno. Como ya se mencion6, en otras oxidasas el 

DCCD se une Foval.entemente a un residuo de gl.utámico inhibiéndose 

concomitantemente el bombeo de protones. permaneciendo constante 

la actividad redox (Sone y Hinkle. 1982; Püttner y col., 1985; 

Miki y col., 1987; Raitio y col. .. 1987). En el caso de 13. cer-eus. 

es posible que no se tengan las conOíciones adecuadas para la 

unión covalente del DCCD al citocromo aa
9

: se ha visto que 

influye en la reacci6n, por lo que quizá sea recomendable 

el pH 

repetir 

el ensayo a diferentes valores de pH. No obstante. cuando se 

realizó el ensayo de marcaje p&ral.elo a la determinación de 

actividad redox. lo que indica que el DCCD si interacciona con la 

enzima. quizás en un sitio o sitios diferentes a los de unión 

cov&lente inhibiendo con una cinética compleja. Es necesario 

entonces. hacer un análisis mas fondo de la cinética de 

inhibici6n para postular un modelo de unión. 

Con respecto a la especificidad de las dos oxidasas, es 

necesario hacer notar que ninguna de las dos enzimas fué capaz de 

oxidar ferrocitocromo e de bovino ni de caballo. Resulta dificil 

explicar este comportamiento. $e podria decir, que como la 

bacteria se considera evolutivamente ~ás cercana a las levaduras 
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que d los eucariotes superiores. puede reaccionar con e1 citocromo 

e de las primeras preferentemente. Sin embargo. creernos que existe 

una gran distancia evoiutiva entre ias bacterias y ios eucariotes. 

ya .sean i_nferiores o s~p~.r~0_or~s. siendo ésta aseveración un tanto 

desproporcionada. Aón má.s, ia mayor.!. a de ios citocromos ªª .. 
bacterianos, presentan una actividad parecida con ci"tocromo e 

eucariótico comparada con -i-a--·que eX.hiben con su propio citocromo 

c. 

La Cin~tica que se observó para citocrorno e como para ox~geno 

es d~ tipo hiperbó1ico. E1 citocromo ªªa tiene una afinidad a1ta 

por ox.!.geno (4 µM, Tab1a Xl Es necesario considerar a1gunas 

cuestiones técnicas para ia determinación de ia afinidad por 

ox.!.geno: ia forma de medición cinética se efectuó 

po1arográficamente usando un eiectrodo de ox.!.geno tipo ciark, por 

io tanto ia sensibi1idad de1 eiectrodo es aproximadamente de1 

mismo orden de magnitud de la Km encontrada. Por otro 1ado, ei 

tiempo de respuesta del electrodo a ios cambios de concentración 

de ox~geno en el medio~ es relativamente iargo seg). 

Adicionairnente, la difusión del ox.!.geno de1 ambiente ai medio. 

aunque es baja, a concentraciones bajas de ox.!.geno, podr.!.a tener 

un efecto artificia1 en la medición, puesto que no se u"t.il.izaron 

cámaras selladas. Por lo tanto. es muy posible que los resultados 

obtenidos estén sobreestimados y que ias Km reportadas en este 

estudio sean mayores a las reales. No obs~ante. si disminuimos 1a 

cantidad de enz~ma. de tai forma que ia actividad sea muy baja. 

podernos disminuir ei prob1erna de una baja ve1ocidad de respuesta. 

aunque posiblemente. aumentemos é1 efecto de ia difusión de1 

oxígeno del ambiente a la cámara de medición. Por el contrario, 
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podernos tener una s1tuación inversa cuando aumentamos ia cantidad 

de enzima en cada medición. esto es. como la velocidad del consumo 

es mayor. la velocidad de respuesta puede ser limitante y no la 

difusión del oxigeno al medio dei medición. A pesar de estas 

consideraciones. tanto a bajas como a altas concentraciones de 

enzima. los resulfados fueron los mismos. quedando 

el problema de poca sensibilidad del electrodo a 

bajas de oxigeno. No exis~en muchos reportes de 

oxigeno de las 
) 

oxidasas tipo sin embargo 

muestran valores en le orden de 0.1 a 1 µM 

entonces solo 

concentraciones 

afinidades para 

los que hay. 

<Poole. 1983). 

Consideramos entonce·s. que valor de Km repotado aqui. es una buena 

aproximación del valor real. 

Para el caso del c.itocromo caa
9

;-pensamos que el valor de K"' 

determinado aqui es más confiable {20 µM). siendo la diferencia 

significativa con el valor para el citocromo aa
3

• 

Cuando se midió la cinética para citocromo c. la diferencia 

entre 1as dos enzimas fue un poco rn~s marcada (Tabla Xl. El 

citocromo aa
9

• tiene una Km por citocrorno e de al.rededor de 10 µM,. 

mientras.gue el valor para el citocromo caa
3

• es casi 8 veces 

mayor (78 µMJ. Podria sugerirse que en el complejo la 

presencia de un citocromo c. unido muy probablemente en el mismo 

sitio de unión de1 citocromo e e=x6geno. no permitirá una buena 

interacción con la enzima, cosa que no sucede con el cit.ocromo 

aa
9

. Esta conclusión puede apoyarse en el hecho de que el TMPD 

tiene una K~, aunque mayor para el citocrorno muy parecida 

para ambas enzimas (31 y 60 µM 

respectivamente}. Al parecer el TMPD. 

para el 

que es 

cit 

una 

y 

molécula 

caa 
a 

más 

peque~a. es mas accesible su sitio de oxidación (que probablemente 
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es diferente al del citocromo e). 

Como la expresión del citocromo caa
8 

coincide con una tasa 

respiratoria alta. se pensó que la nueva citocromo oxidasa tendría 

una mayor actividad, o una mejor afinidad por sus sustratos. por 

lo menos por lo que respecta a citocromo c. Con respecto al 

citocromo e, aunq~ si existe diferencia entre 1as K~. de todas 

maneras los va1ores son del mismo orden de magnitud. Por otro 

lado, tampoco encontrarnos diferencia significativa en la actividad 

molecular ~e las enzimas (100 y 150 seg-~ para el citocrorno aa
9 

y 
) 

caa
3

, -respectivamente). por lo que no es fácil c·oncluir la 

"utilidad" de sintetizar una nueva oxidasa. Es importante hacer 

notar, que en realidad se desconoce el donador fisiológico para 

cada una de las dos oxidasas. Se tiene cierta evidencia de que un 

citocrorno tipo e es el donador para la oxidasa tipo sin 

embargo, por el traslape de las seriales espectroscópicas. es 

dificil concluir sobre el donador de ca.a.a. Entonces, podría 

existir diferencia i~ si tu, para las dos enzimas. Inclusive. la 

actividad de una. o de las dos oxidasas, podr~a depender de algún 

modulador presente en las membranas pero ausente er, la preparación 

de las enzimas puras. 

En general. las constantes cinéticas reportadas aqu~. son dei 

orden de aquellas reportadas para otras enzimas (ver tabla XI) 

aunque existe mucha variación en 1os datos ds la literatura. Con 

respecto a 1a K~ por citocromo c. a pesar de encontrar valores por 

abajo de 1 µM. en general oscilan entre s y 10 µM. Con respecto a 

la acividad. la vartiación es aún 

alrededor de 1 -~ s para el citocromo 
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Tab1a XI. Constantes cinéticas de a1gun.os 

bact..eriañ6s, para cit..ocromo c. 

Bac"t-eria 

B. S"'l.t.bt i l. t:s 

N. e'UZ"'opa.ec::x. 

E. lOTl.6'"\-LS 

Rb.sph.aeroides: 

T. Therm.ophi l-us 

PS3 

N. a.ei. l i.s 

P. den.i trifican.s 

caa .. 

2.1-4.S 

9.5 

11.1 

l.. o 

l.5.0 

7.0 

3.S 

4-14 

10 

20 
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cit..ocromos t.ípo 

16 

4.1 

66 

.300 

6-l.2 

80-120 

32 

260-900 

100 

150 
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arriba de 300 s_ .. para Rb. spl-v::z.eroi..cJ.9s 6 P. den.i tr'ifica.n.s. Por lo 

tanto. ei vaior de 100 a 150 s_._ obtenido para ias oxidas as de B. 

cereus. 1as coloca dentro de las enzimas más activas . 

. Por otro iado, ei tipo de cinética reportada para algunas 

enzimas revela la,:.presencia de dos sitios para citocromo e. Uno de 

a ita y otro de baja afinidad (Yonetany y Ray. 1965; 

Ferguson-Milier y col .. 1976: Fukumori y Yamanaka. 1984; Sinjorgo 

y coi. 

1986; 

198~; Brzezinski y Maimstrom. 1986; Brzezinski y coi .. 

para Garber y col .• 1988). Existen varias propuestas 

expiicar este tipo de cinética. Una idea es la que ha reiacionado 

1a cinética bifásica con la dimerización de la enzima; en ei 

di.mero. un sitio esta totaimente - accesibie ai citocromo c. 

mientras que el otro se encuentra escondido entre di.meros 

CNa1e9s y coi .. 1983: 1985). Por otro iado se plantea 

ai acopiamiento de ia transferencia intramoiecular de 

ios 

que debido 

electrones. 

a ia trasiocaci6n de protones. se produce un cambio conformacional 

de la enczima. lo cual genera un cinética bif~sica 

Maimstrorn. 1986). En 

ferrocitocromo c. es 

este caso. la disociación 

ei paso limitante de la 

presencia dei producto enlazado inhibe el carntiio 

Otro modelo. en el cual se propone la existencia 

(Brzezinski y 

dei produc'to. 

reacción y ia 

conformacional. 

de dos estados 

ciné~icos. uno más activo y menos af~n y otro menos activo pero 

con mayor afinidad. Estos estados dependen de si la enzima esta 

funcionando en presencia o en ausencia de potencio1 de membrana 

(Brunori y coi., 1986), o del tiempo transcurrido entre un cicio 

catal1tico y otro <esto depend~endo a su vez de la veiocidad de 

eniazado y desenlazado del citocromo e; Garber y col .. 1988). 
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Los resu1tados expuestos aqu~, corresponden a una cinética 

monofásica (independiente de fuerza iOnica), para una enzima 

supuestamnete dimérica. lo que no esta de acuerdo con los modelos 

mencionados arriba. Aún más. existen casos de enzimas monom•ricas. 

eucarióticas como la de tiburón o la de camello CDarley-usmar y 

col .. 1981b) o pacterianas corno la de N.aet:Z.t:s (Fuk.umori y 

Yamanaka. 1984), las cuales exhiben cinéticas bifAsicas. Estos 

datos, global mete no apoyan el modelo de la transición 

d~mero-monómero para el comportamiento cinético. 
) 

En el caso de las enzimas de B. cere"U.S, sin embargo, 

necesario efectuar estudios a fondo sobre el efecto 

potencial en la actividad en liposomas. 

Composición poiipept~dica. 

La composición polipept~dica de las enzimas 

caracterizadas~ muestra claramente la presencia de 

es 

del 

dos 

subunidades. Por otro lado. el ensamblaje m~nimo para la enzima 

mitocondrial activa. aparentemente consiste de las subunidades I. 

II y III (Wikstrom y col .. 1981). Se ha mostrado que las 

subunidades I y II contiene todos los centros redox CCapaldi y 

col .. 1983; Corbley y Azzi. 1984). mientras que la subunidad III 

esta implicada en el bombeo de protones Winter y col .. 1983: 

Penttila. 1983; WikstrOm y Casey. 1985). Sin embargo. la 

descripción de enzimas de dos subunidades <Robinson y Wiginton, 

1985: Thompson y col. 1985; el presente ~rabajo), ha cues"tionado 

la estructura rninirna. El citocrom caa
3 

de la bacteria PS3. fue 
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inicialmente reportada como una en=ima de una sut:•unidad CFee y 

col .. 1980). sin embargo. posteriormente se mostro como compuesta 

de 3 subunidades lSone y Yanagita. 1982). En T. therm.ophi l.us los 

cuatro centros redox estan asociadas a una subunidad lYoshida y 

col. .. 1983). Por 1o tanto todav~a no existe un acuerdoa 1a unidad 

m~nima para el cit~cromo aa . , a 

Resumiendo. la literatura indica que las oxidasas bacterianas 

de este tipo. caen en cuatro categorías en base a su composici6n 

po1ipept~dica y a 1a presencia o ausencia de hemo e (Tabl.a XII): 
) 

Citocromos a.a. a con tres subunidades; citocromos aa
9 

con dos 

subunidades; citocromos ca.a
9 

con tres. ~ubunidades.; y citocromos 

caa
3 

con dos subunidades. Esta c1asificación difiere de aquel.l.a de 

Dispirito y col.. (1986), puesto que agu~ se esta 

po1ipéptido que posee e1 hemo e como subunidad. 

y ca.a. de 
" 

B. cereus caerian dentro de l.os 

considerando 

Los citocromos 

grupos II y 

a1 

ªª ,. 
IV 

respectivamen~e (ver Tabla XII) ~odemos observar que 1as oxidasas 

tipo caa.
3 

proceden de bacterias termófilas y/o de bacterias de1 

género BacLl.l.1..LS. A este respecto. es notable que 1as bacterias de 

este género esporulan9 produciendo esporas termorresisLentes. Por 

consiguiente. se puede especul.ar que l.a presencia de un citocrorno 

e fuertemente unido a la enzima. le confiere terrnoestabi1idad. 

Consideraciones evo1ut.ivas. 

El. metabol.ismo energético de J.as bacterias aeróbicas y de l.as 

células eucarióticas que se presenta en los libros de texto. es 

casi idéntico. pues en los dos casos se tiene un grupo similar de 

100 



Tab1a XII- Cl.as~fí.caci6n de1 -1os ,-citocromos tipo a:.a.
9 

bacteria.nos. 

I. 

Cat..egor.1.a 

Ci t..ocroJnOs a.a. con 
B 

t..res subun..idades 

I:r. Cit..ocromos a.a con 
a 

dos subun.idades 

XII. Cit..ocromos ca.a. con 

" t..res subl...D"Ú.dades 

IV. Cit.ocromos ca.a
3 

con 

dOs su.burJ..dades 
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Bact.eria 

P. deni tr"Cfi.can.!!!; 

B. subt.ili.s 

Rb. spha.e:roid&s 

/'••l. e-u.:ropa.ea. (?) 

S.a.cidocaldarLus (?) 

N. a.ei z. is 

Pse-udom.on.a..s AH1 

T.n.ovelus 

B. cere-us 

Bcz.c t.eria. PS3 

B.firm.us 

B.st.ea.rotherm..ophitus 

B- fi.rrn:u.s RAB 

T- thermoph'L tus 

B.cere1.LS 



enzimas para la gluc6lisis. el ciclo del .>.cid o c.i.~rico y 

fosforilaci6n oxidativa. Esta similitud se refiere no so1o a la:. 

propiedades cataliticas de las enzimas. sino que también a su 

secuencia de amino~cidos. El citocromo e de Po.r a.e oc e us y el de 

humano. muestran un 383 de similitud en su secuencia CDickerson y 

col., 197óJ. lo que indica su relación evolutiva. La actividad de 

la citocromo c-oxidasa de Pa..racoccus es casi idéntica a la de la 

enzima de corazón de bovino, siendo los esi:udios cinéticos de 

transporte de electrones insuficientes para una identificación 
• 

funcional entre las dos enzimas (Ludwig y Gibson. 19B1i Reichard y 

Gibson. 1981). 

Se han analizado ampliamente la evolución del metabolismo 

energético CKadenbach y col .. 1988) Y-existen varias posiciones. 

En una. se considera una evolución independiente y paralela para 

procariotes y eucariotes. a partir de un organismo inicial, en 

cambio otras consideran a los procariotes como ancestros. En una 

de éstas ultimas hipótesis. plantea que la evolución de 1a 

citocromo c-oxidasa (cuello de botella del metabolismo energético 

en los organismos mas evolucionados) desde los procariotes hasta 

1os organismos mu1tice1ulares. fué acompañada de un incrementeo de 

la complejidad regulatoria (Kadenbach y col., 1988) Esi:a idea se 

basa en que las codificadas por el núcleo de la 

citocromo oxidasa, tienen un papel regulatorio y van aumentando 

en número desde eucaric•tes i.nf"e:riores hasta los mamíferos 

CKadenbach y col., 1988; Planques y col. 1989) -

A pesar de la cantidad de estudios. existe poca informacion 

acerca de la relación evolutiva del metabolismo energético 

de las bacterias. Quizá la mas congruente9 es la 
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.. , 

.... 

secuencias de RNasa T 
~ 

y rRNA 16-s (Pace: y col .. 1986). Estos 

trabajos sitúan a Pa.racocc-us en una divisiOn que tambien incluye a 

las bacterias púrpura y a sus ancestros no fotosinT.éticos. a 

partir de los cuales. supuesT.amente, se originó la mitocondria 

(Pace y col .. 1986). En otra linea se encuentran las bacterias del 

género Bac~llus y algunas termófilas. Posiblemente. de aqu.1. la 

similitud entre la composición de ios citocromos oxidasas de estas 

bacterias. por lo menos ~con lo que 

fuerT.emenT.e unido. En algunos casos. 
) 

en 

genéT.ica de la subunidades que enlazan 

respecta 

base a 

el hemo 

al citocromo e 

la información 

c. en algunas 

bacT.erias (Buse y col .. 1987). se ha propuesto la fusión entre el 

gen de la subunidad II de la citocromo oxidas a y el gen del 

citocromo c. En T. th.e:rm.oph.~ l'US se -ha reportado una prote.1.na 

h.1.brida que contiene esT.os elementos . 

'. 
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS 

En esta tesis. se describe ia presencia de dos citocromos 

tipo en Bacillus cer9us. el citocromo ªªa• se 

exp_r~~-ª tanto en fase vegetativa como- esporu1ante y esta 

constituido por dos subunidades: la subunidad I con 51 kDa y la II 

con 30 kDa. la enzima muestra una cinética hiperb61ica con una Km 

por ox~geno de alrededor de 5 µM y por citocromo e de 10 µM y con 

una actividap molecular de 100 s-~ sensible a cianuro (K~ s 1-lM) 

y a CO CK0 .~= 103 sat. ). La otra enzima. e1 compJ.e_jo esta 

constituida también de dos subunidades: una de 51 kDa hom61oga a 

la subunidad I de aa
3 

y otra de 37.S kDa que posee un hemo 

este caso hom6loga ala sub II de aa
3 

y a un citocromo c. 

El presente traba~o. sent6 las bases para un estudio 

c. en 

más a 

fondo de las enzimas. En primer lugar. desde el punto de vista 

funcional. resu2ta e~ractivo investigar ia identidad del. o los 

donadores. de las dos oxidases. para tratar de concluir la función 

de éstas en la bacteria. Por o~ro lado. la aparición de la segunda 

oxidasa {caa
3

) coincide con el inicio de la esporulaci6n; por un 

lado. podr~a pensarse que cada oxidasa se encuentra loca2izada en 

una membrana diferente. esas ser~an la membrana de la célula madre 

y la membrana. en formación. de la endospora. Es necesario también 

definir. si las dos enzimas represen~an sitios de acoplamiento .. 

esto es9 si es que bombean prot::ones. Ouiz~s en esta propjedad 

radique la diferencia entre 1as dos enzimas. 

Desde el punto de vista estructural.. una cuestión que 

resolver, es sobre la posible existencia de una tercera subunidad. 
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La insistencia a este respecto. está basada en que, para otras 

bacterias {como P.denLLrLfican.s). la presencia de una tercera 

subunidad, que une DCCD, que tiene una interacción débil con la 

enzima. perdiéndose fácilmente durante 1a purificación. Además. no 

se encontró que el DCCD se una a la enzima de B.cereus; en 

general. las oxid~sas que bombean protones. son capaces: de unir 

DCCD. que a su vez inhibe el bombeo de protones. En B. cere1..1.S, no 

existe alguna raz6n que i~dique que las oxidasas a.a no a trasloquen 

protones, "tanto por la analog1a que se encontró con el citocromo 
) 

ªªa• como el hecho de que precisamente tengan ex:pres-i6n máxima 

durante e1 comienzo de la esporulación. cuando el requerimiento 

energético es alto. Por lo tanto se pensar.ia que una tercera 

subunidad, que una DCCD es requerida.- No obstante, experimentos 

preliminares a este respecto. indican que en electroforesis en LDS 

a baja temperatura de membranas intactas. se tienen dos bandas que 

cruzan con anticuerpos anti-e.a 
a con pesos mol.ecul.ares muy 

parecidos a los medidos para las enzimas purificadas. Sin embargo, 

no se puede asegurar que, bajo el tratamiento electroforético, no 

se disocie ~ambien l.a supues~a subunidad III. 

Óueda también por definir la relación estructural de las dos 

oxidasas. Una forma de a"t:acar el problema. ser.ia secuenciando 

parcial o totalmenta las subunidade~ de cada enzima y compararlas. 

Otra. ser1a localizar y estudiar los genes correspondienteE. Con 

los resu1tados obtenidos, se podr.i.a concluir tanto acerca del 

origen de las enzimas. como de su relación estructural. asi como 

del or1gen de la subunidad 11, unidora de hemo e, del complejo. 

Por último, la inhibicion de la por DCCD una 

cues"t:i6n a es~udiar. Es necesario mencionar que el. DCCD no tiene 
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efectos sobre la ac"tividad de TMPD-oxidasa en las membranas 

intactas, por lo que la sensibilidad de la enzima pura, podr~a ser 

resultado de exposición de sitios no expuestos i~ si~u. 

En conclusión. el presente trabajo representa un avance en el 

estudio de las ox~dasas bacterianas~ en particular para 

El hallazgo de isoformas del citocromo a.a 
a es 

interesantes perspectivas para el planteamiento 

novedoso 

de un 

B.cereus. 

y abre 

diferente 

tipo de regulación del sistema respiratorio en pr~cariotes. En 

organismos superiores. ya es común la expresión de isoformas 

dependientes del tejido o de la fase de crecimiento del organismo. 

Sin embargo, en bacterias no se ha encontrado algo similar. 
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or not. t.hi rd :ubunit. p:reEe-nt. ln the 

lunc~lonal complEx. 
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n-i_olecular 
11-i_icrobiology 
Cu'ErnaYaca, ~1or., Mexico, 2 ?\-1.ay 1990~ 

DR. EDGARIXJ ESCA'v1ILLA l\.1. 
INSTITl)TO DE FlSJOLOGIA CELCLAR 
UNIVERSIDAD ::-..:ACIO:--:AL AUTO'.'<O~iA DE l\.iEXICO 
CIUDAD t;~IVERSIT ARIA, D.F. Tel. (52)(5) 550-5215 (ext.4887); Fax (52)(5) 548-0387 

Dear Dr. Escamilla: 

·your articie enti:jed "Pürification and characterization of a tv,.-o subunit 
0·tochrome aa_,, frorn J2.a_Q_l_h;f__s_~~~~=-" by J.A. García-Hor~man, B. Barquera, D. 
Gonzá1ez-Ha~Fhc;i, anC J.E. E:-.ca.mi11a, has bt?cn ":""evie'\i'\.·ed by r;1yse1f and three other 
referees. P1t"a.:-2 f:0d €:-'l.::c,sed thc:· co:ie:::-?onding cornment.._~; they coincide in general 
and I think that l~e 2rtlc1e can bt:· !=ul-'t~tantially inYpr-oYed by sin1ply rc" ... -riting 
carefully the a;.·,.pr--~;r:--iatE' s,¿·ction~. 

The o~~!nlon of rcfc--;-¿-¿·~ .A. ar1d C i.s to .. Rt::.·con:-idcr afier extensivE revision", 
a1though m~]st of thL -=]"..Jt':-ic-=- l-ia~.·c to d-0 v.;lth th-= corred pr2scntatiori of thc protein 
biocherrli~r:-y da'!:a. I think thi!- can be 501'\ ed b: r:--.a} ... ing t'!-l.e indicated corr-cctic-.ns, as 
"\'\'€'11 a~ by poir::i71~ out tht· lirrútation:;; oi yo-u.:- dat?. and tht· cxptrirncn:S that should 
be done in the futt.:Je_. for another pub1icati0n, that mi:;ht :=hed ot.her u....-..cful 
inforrnation. 

:~riR;~}~~~~~~~i:~; -~ri.;~r~;i~.-:;\:~~i1~~f~~~':i'~3.~~~~:1~.:~~~á~·:f~~~~i~ª~l~~~, 
as aboYc~ di~c~:~:- hc,v.· ~::.:- :·c·'-'T d?.ia a~lo\· .. :s f0r ir.tcr:-..,:-etation anG ho\"- it c'--..,uld be 
further in-ipro'\·ed. 

In addition, 1 have rrlade ~¿vt"ra1 edito:-ia1 comments on your typescr.ipl v,;hich 
shou1d enha71cc i~ rrc:-.t•ntu.tion. 

Onct vou haYe made 
rnodified tyPe.script so that 

You:r;o 

the appropriate co;-;-ections, p1ease send me back the 
can ~end it to our Edito:r-in Chief for pubiication. 

DR. ED~~-rt_:~DC" C_..;!_ \.-_A. 
!" .. ierrl:-..:::- o; ~t¿. E=.~z..:•:--~2: 3::_ . .<;:"';'"C :;.-0:- ~~10LEC~L~L.~_R ~~1 )CRCY5l()LOG""i' 
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TWO D:IFFERENT a.a. - TYPE CYTOCHROKES CAN BE PUR:IF:IED FROM THE 
3 

BACTER:I U>-1 

.l. ARTURO GARC 1 A-HOF:SMAN. BLANCA BARQUERA. D 1 EGO GONZALEZ-HALPHEN 

AND .JOSE. E. ESCAM!LLA 

Departamento de Microbiolog1a, Instituto de Fisiolog1a Celular. 

Ul"live-rsida.d NaciC•!iEi.l AutO":ooma de Mex:ico 

o 

!·· 
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SUKM.A.RY 

Two ao..
9
-type cytochromes coulC be purified from membranes ot 

sporu l a.t ing Bac i. l l.us ce-::-e~s. One of them has bee-n charact.er i :::.ed 

CGarc.ia-Horsrno.n, 6-'t al.., .J. HoL. Hic2--obiol. .• 1990)~ and sho\.:ed t.o be 

composed by ~wo subunits CSl,000 and 30,000) t.wo t"1emes a, a.nd 3 

ccpper at.oms.. The o t. her ene is corr.pc•sed by t""''º subun i t. s e 51, 000 

and 37,5001 being the smal ler subunit a hRme-c be•ring polypeptide 

as shown by its peroxidase activity in PAGE-SDE. These two en:ymes 

irnmunlogical ly re-l~ted by i t. s immuno-cros:-e~ctivity. 

lmmunolo¡;ical é-V i de:-nce i T"1 d i e a t.. es tha.t. the cyt..ochrome ca.o subunit 
:a 

11 is ccmposed by a cytochrome c-type peptide covalently bound to 

ttie cyt.ochrc.rne 

Erizymé.tic 

ce s-...;bwri i t 
3 

ac-r.Svity 

J J. 

the two 

di'f'fe:-ences:; t.ht cyt.ochrome ca.a seems 

" 

sr.o\.Jed no gross 

to be slight..ly more ;:,.ctive 

(V TT•O..>t 150 -· $eC ) <:i.nd """i t.h o:.ffinity f or cytoct1rorne <K~ 

76 C)''t.DChr crr.e-

::rf:'=:pectively>. 

ac 
3 

( 100 -· se,c 10 ;.ti. 

This is tt"1o? first report pointinr; out. ttie pr-e.sé-T1Ce of two 

differen~ =a;type cytochrom•s in th~ sarne membrane in bacteria. 

. ... 1 

! 

l 
l 



A c:ytochr·ome c:.c f rom 

" 
logELrithmjcal Jy gro"""'n Ba.cil.l.us ce-re~ 

has been purif'ied anC:: ch.:.ract.eri=~d in this laborat.ory else...,.here 

CGarc.1a-Horsman, e:--t el.. 1990) s.. J t \..;as sho ..... ed t.o be composed by two 

subunits: CSl,000 and 30.000) e><hibit.ing hiEh act...ivity and t.he 

usual spectrcscopy features. 

1-.n enol....!gh number of a.c::.
9
-type cytochrome~ t'rom bacteria have 

be-en purified so e cf. ?oc· le-. .1963 c.nd Ludi...·ig. 1987 for 

review). A! l cf ._ hern resemble the- mor-e com?lex mit.ochondrja} 

cytochrome e oxidaze either spectrosccpically 'functional ly. 

However. the-y are:- !:::tr-uctural ly mc·re sim?ler t.har. the- eukaryotic 

enzyme, beca;,_;se a:-e com?os:eC o: Co:lE 'to t.~1ree- =ubuni"!..~ 2 
compared 

with the seven to ff vetean subun!ts cf the mitochcndrial oxidase. 

Tissue.--s?ecific :i.sD=ymes of cytochrome º'"::ida~e in higher 

euka:--yot..es ha.s be-en est.at. l j she-d (~..::adi::-nb.=tch, €'-t c:Z.. 1982; i<cde-nbact-1. 

et aZ..,1990). t"":c:r·eove':'. t ne of ditte;-en't. :fo:- rn .s OÍ 

cytochromE- 1 o:- t he? sl:i.me- mold 

Die tyos te l. iu~- d.:... ~--=-.=·C..eu.r:: e-n=:.,.·me rEis:on and Schiva"lo, 1986; and 

SUf'.gest.e:-d for "::.hé yec..~"t.. c·':'":e CCurr·sk:-- et al ~J9S5). In 1:-.:=oc"t...t:r:ia. 

has not been reported ~he prasanc• of isc•"fcrm.s for cyt.c•chrome e 

oxide.se- (c.c
3
-tyre>. 1 n j t :i .e l l y, one--.subunit 

cytochrcrr.e czc 

" 
had propc1 se:C th.c..t.. 

associ=t.ed t.o .es c)-•tc•chrome- e~, Ccc;nfc.rrring 

cytochrome b <ccnforming a suggested 

H2 .... 'é:. ·.1e:. 

e::: 

" 

; t i 5 differentiaJ ly 

e o.e: o >: i d C:s. s e ) 
• g 

or to a 

('iost-.ida -e t. al . , l 98~) • 



c.Z. •• 1989) leaCing d5:11e-ren"t. st...ruct...ure- and é:JCtiv:it.y propE-rties. No 

re;;.. son f or cons i dé' r· in g 'to be 'the s.=..me en=yme in t.he t.wo 

prep~rat.ions haYe been s'tat.ed IWakagi, et al.,1989>. 

\Je :--epor t in t.hS~ paper the purificat:.ion of t.\JO torms of" 

Ea.e i. Z. Z.-u.s cy"t..och-r·orr,e ªª. 
" 

Both ar-e composeO by twc• 

immunolog:ica:i.l ly horr.c• 1 ogc-.us subunit.s. one bear:ing a cyt.ochrorne 

c-moiety in subunit. 

the ca.a. en::yrne- ;:,. re 

" 

but t:.he oi:..he::-- does not .. Sorne propert..ies of 

compared with t. hose the a.e 

" 
en:;;:yrr.e <G.::.rc.!.<=:.-Horsm.::..r.. et. a.l .• 1990)

1 
s..nd i:..he ident..ity of tt1&se 

enzyrnes a~ isoforms is disc~ssed .. 

EXPERIMENTAL PROCEDURES 

KATERIALS 

Bcz.ci l l..~ strc. in wa:=: isoiat.ed by And:--eol i <? t 

<1973) .. Ye.ast extrac't., sucrose, a.ntiic.arr. A. Trit.on X-100, T ..... een 

20 .. TMPDª. dodecy· 1 sul'fa.te. "'t.T izma.-b&.se, 

desoxlribonuc!aa•• J. 't..ricinE-,. n.i:::<it.oside, PMSF. TMEZ, 

Cocm~;~iE' brillión't.. t:..lue-- G-250. HE'PES. ~c.rrr.ic ocici a-:-"ld molecular 

weight s<andard Kit. for SDS-?AGE were cbta'.ned from Sigma Chemical 

Co. e St. !.....ou is. t'íO); DEAE cellulcse -..ios obt:=.ined frorr: Whatman 

lnc. (C: ift.on,. NJ > F1·ot.e:- ir. A-gc.~d. cc:--y1amlde, bis, 

( r:: i c. t-: :--;-: e -:-; e . e /- , 

1 
1 

1 
1 
1 
' ¡ 
1 



GENERAL METHOOS-

con.di t.~ on . ..s iso'l.at.i.on.. - 8. cere"LLS w;;..s 

cultured in & modified G rnedium aE de~cribed elsewhere lEscamilla, 

e~ aL., 1968) in 350 •¡ C500 ferrnent.or) .. Cel ls were- harvested a't.. 

mi ci log gro\..""t.h <A bet.\.:een 3-a > or 2 hours late stationary 

culture. \o:'ith a continuous flo..., ce:ntrifuge CSharples, Pennwalt .. 

Wa.rminster,. ?A). Ce 11 washed and re suspended in TCM 

buffe~ tSO m~ Tris-HCl 5 mM calciur.i chloride .. and 5rnM mc..gnesium 

sulfate pH 7.G) to 0.5 ~ of wet cells per mi. Cells were disrupt•d 

in a. continuous 'flow hornogeni:=er cDync-mill. \...1 AB Masctiin~nf.a.brik 

Base-1 .. Switzerland) with O.j mrr: di&rnetE"r glas: bebds a't. 4500 rpm 

and 4ºc .. Unbrcken ce l l s and debr:is e1 irr.ir,a'tE-d by 

centrifugation 6,000 X 1 C• min ~nd werf? 

recovered &nd wsshed twice with TCM buffer at l~A,000 X g fer A5 

min. Memb~anes were froz•n unti 

P<..l.I'""t._ficc: i.or .. Cyt.ochrome 

describe-O 

ªª s 

oL .• :..990)::1. 

pur-it!ed as 

Cy'"l.ochrome 

ca.a.
3 

WóS p;.;rified as st.a"t.t-d ir. RESlJLTS 5€-'Ct.iori. 

S¡::E:-ct:a ..... ·er-e-- :--ec.oJ"·ded in a 

SLM.-Arr.i neo DW-2;:.. ~f'E-C't r c.::•t-1C·~c~.E-_er (Si l \JET Spr1ng. MD;. 

sod.i"Jm di-t.hior:ite. Air 

.... :e:: re u;e-C a.F. CO-spe-c'"' .... r& "Were 

obta.ined by t..•ubt·ling: co~b:.i":"-. m~":""'IC>:-:ide fer .=- rr.~n t..o ~ dit.hionit.e 

:.::=.-:-... _e ..... -.:_ 



t Per\.: i ng-E 1 mer) using copper sul 'fat.e. é.nd c1"-1 l o:r- i de a. s 

st.a.ndards .. 

F:l.ec trophor..:t 'Le anc:zlys'Ls. - Ll t..hium dodecy 1 sulfc..te-PAGE 'Ua,.5 

perforrned é:ICCording t.o Lae:-mml :i <1970) as de:scribed 

elsewhere- <Garci.o:..-Horsman. et a.l. 7 1990):1.. .. SDS-?AGE method reported 

by Sh~g.;-r a..nd von Ja.gcw <1987) was used &.s p:-eviously de-scribed 

tGc:.rc1o-Horsrr.an 7 et c:z.l. 7 1990). Protein on ge.ls were staine-d wi"t..h 

Coomassie bril ian"t. blue- <G-250J and heme c-bear·ing prote-ins were 

visua.lized by pc-ro>:ids.se él.Ctivi~y assay on gels <Goodhew. et 

aZ.. 7 1986>. Acetone-E:t..cid e>:tra.ct.ion \J&s performed c.s Goodhe,_·, t?t 

at., <1966). 

Anti.:era pr@¡:;-c.r-atto:--:.. - Ant..i::era bg&inst B. ce:r~·f..f...!E cytoctirome 

obtained immuni=:ing rabbit.s wi t..h mg o:f oxid~Sé 

prot..ein in Freund~ s cample-Le- óÓ.j~vant.. .. Rabbits: "'-'ErE- bcc•st.eC ,_.ith 

100 µ¡; of o~idase pro"t.e í n in 0.5~ Triton X-100 2-rnor.t.hly 

sera) or c:.fter LJ. 't.o 6 \o.'EE:k!:" '!"r-c.rn ~!"te fi1S't... injec1...~or .• The- t.o!ocd 

al l O'~t?C to el ot. anC. recov~re-d and 

cent.Ti f ug.,:.C f cr 2(' rr, !r. a't. 1 SOO r prr. t..c :-·e-move- red e-E- 1 l s. SErE: was 

'1! st..ored at. -7o
0

c :.in SO µl ali quo"t..e-~. 

c1?llwlo:.e rnt:mb!-E::.":"1.es accc~ding Ltie methoC ::-·epc·-:-t_ed b:~- Tc,...:bin. et 

al.. (l.963i ¿;,.dding 0.1':ti. SDS 'to t..he To1....•bin "t:r-Qns:fe:r- buf-fer- in a Mini 

ír=..nsphor TE 2::. cr.&r..!::er (Hccfer SciEn~iiic. Sa;. F:-.=snci::cc,C!-.) .. For 



30 rnin to block non-specific binding o1 immunoglobulins. Then. 

antisera was Qdded <to O.l-1%) and incubation was continued for 2 

hours. Nitrocellulose membranes w~re washed uith PBS-0.~% Tween 20 

for 10 min six times. Then antigen-antibody complexes weze stained 

with Protein A-gojd 'f or hours. Afte:r this,. nitroce:-1 lulose 

rnembranes tw:ice uith F'BS t or min, tui CE wi 't.h 

PBS-0.1% Tween 20 for 5 min and final !y twice with PBS for S mln. 

Cy t.c.ct".r orr.e a::ss.yed 

polarcgraphically wlth a Clark-type electrcde CYSI Yel Iow Spring,. 

CA>using either ascorbat•-TMPD or ascorbate-yeast cytochrome e as 

substrate~ ~t ccnc~ntrQtion~ st&t~d in figwre legend~. 

?r·c.i..e!.r. cor.centrac..ion was det.err. . .i-:-.ed by Lovry method <Lowry,. 

et c.Z...,.19E.1> modi'fié-d by M~rkweii., et al.. l1981> using bovine 

serurn albumin as st&ndard. 

RESVLTS 

l:.ol.a.t.:on. o.f cy:oc.~~-or.u= c:::c
3 

a.:r .. C:. co.c
3

. - The cytochrorne a.o. 

" 
'from E<.c~::-~·w..s ~1.as t.ie.er; pw:rified frcm lcg~rit.'t1rn)cally i:rC\..'t.h cells 

<Garc.!..a-Hco~mc...n. et.c.Z..,1990)s.. in p=--esence- o"f Trii..on X-100 by :ion 

e->.ch~ngi:- chr-cmatog::-aphy in ~ 6 s1..e-p prc,c:~dure rcughly $umm:2>riz.ed 

as fo l lo .... · e F i g. 1. ) : :S .i 1 e a.cid Tri t. 01'"'1 x-100, 

ext.rac":.1on. DE.:...E-ce-1 l u lose ammc·nium sul1ate 

fré<CL.icn.:;.t.ion. DEP..E 

: ... :•.e-•. 

ha= 

1 
1 



rec.chedJ were used as s't..::.r"t.ing ma"t.er:iaJ for ot·t.bjn cyt. a.c:
9

• \,.,·e 

not..ed that. sorne of t he- heme- c.t:orp:... ion p.:.sses 

through first DEAS-Cellulose 'f~act:ion.:=.tic.n, e.nd 1..his bé'havior was 

reproducible. inc!icating t.hE pre-;E-nce ot heme e bea:-ir-.g p:-ot.eins 

with low a.ffinity fo• D::A::. Th~n. t.he- unaCso:--be-d f-·E':T:e- a-cc.ntcining 

material was diluted thr•• fold ~nd applied to~ s•cond DEAE Blo-

gel column <2 X 20 cm> equlllbra~•d ~ith 0.25' Triton X-100, 25 mM 

Tris-HCl e'. i.1e obse::--ved a i l of t.he heme-

absorption \.J.E:.S: bounC t.o tht?- columr:. ;:., cytoch:-;;;r..e c:c
9 

cont.;;.in:ing 

in t.he Spec't.ras:cc·pi e t. h is 

and 550 nm) ésnd rr:!no,. qw.=ri't.!t:iE's e:- cyt C <Fig:. 2.Aa). 

ce ._·a5 

" 
be ir: g; cc-pur:if:iEd 

cyt.ochrom-:- Trj~e,,r. >:-.100 or· 

ir: crr, cyt 

t. f-: i 5 c-::..mF-· 1 E->< t, i g: r, bE?'t.'-'Ei?n 

cytc.ichro;;-.e :=-rE::-,F-a:r-ct..ion 

f ir s 't. QO -... h~ pw r i ! i ce. t. ion 

pr ocecur~. i t ha VE-

pop u¡ c. "t. ion s : one t.ound t.o 

DEAE-cellulcs• free of cytochrorn• 

.. _ :-. .:;:....,-. t.·..,::--

::-·-· \.1 i 'f::, :--. 



ammunium su)f¡:,.t.e (55%) - \.:Es$ re-d:issolv.::-d in SS. 

Triton X-100 buffer, incubated 20 m!n and diluted three-fold with 

o.s Tri ton x-100. The- di lutec:! solu"t.ion a.ppl:ied 

DE~.E-ceilulose:-. r.owe-ver. almo~t all of t"1eme e <2-bsorpt.:ion passed 

through the colurnn. ~urther three-fold dilution of elutad material 

a 1 l o ....... ed ta tt.e t.erne- a cont..ai. in! ng pr-ot.ein te bind t.o DSAE-biogel, 

that.. \.:as e-1ute-d \..•it.h a O -e.o 250 mt'"'. Na.Cl J inec;or gródient. The 

spectral •~•lYE!s of this frac~ion revealed the prasence cf heme a 

and r,e77,e e as it hc..d been obtained in "t.he first 1.ractionatjon 

< F i €. 2Ab) .. This results su(gest the pr~~er.c~ of 

with • cytochrome e tightly bound. 

o:f cytochrc-m.1!? ca.a . -
g 

e CC9CC•mp] e>c 

a.c. 
" 

purifie:.d fc1llowing a sirnilE>..r pr·otocol use-d for "t.he- pw-:-:ific~tion of 

cytochrorr.e- c:.a
3 

lFib. !) tt:c.t. i::, aft..e-r DEAE-bio~el chrcmEt.tog:ra.pt-1y, 

cac:..
3 

cornplex ..._.c;,.5; brc.wgt-.t to f..:.0% sat.w:a.t.:ion smmoniurr. sulfc;ite and 

inc~bc.ted for 30 min Eo.t .t.:.""='c. After ce:-1tr!fu¡;c.tion &t 50,000 X g 

10 mM Tri• bu~fer ( pl-' 6) ! l C• V C' l ~ 

and o.gé-in!:t 10 m~ Tris <pH 8> "'the:."t'.. ccr,-:.&.:.ned 0.25~ T1itc•n X-~00. 

The mat.eria.1 X JO cm J l 1.0 

rnM Tris. o.25% Trlton x-~oo. pH E) . 

""'ast-.ed <2 voi> w:itt1 e-quilibrc:;..'t.io11 buf-:e: c.nd e-lut.E::-d i..:it.t¡ a O t..c 

150 mm N.aC1 lint?a.r gra.dient. 

changed by 10 mM pc"'..c..::;.:urr, ?i""icS~·"r.2-.'t..E- < pH €. 6 >. e.y dialys;.:.s ii=nC 



1 ¡ 

1 ) • 

S¡::.--ec tra.Z. chc:.ra..c t~ri.za.ti.or~. - Purif ied cytochromei e.a. and 
9 

cae. 
" 

were spact.rophotomet.rically analy=ad e F i ¡¡;. 2B >. Cytoch:--ome a.c. 
" 

shoi..:e-d spE-ct..ral 1e=.-:.ures g.5 de-scribed else\o.'here <Garc.1a-Horsman~ 

et al. . • 1990): i. e c..n o: peak at 603 nrn c..nd a p&ak. at. t.:.~~ nm in the 

Soret regi on C F i g. 2Bt•). The t1eme e co!"'lt&:.nint; cy<:c•chrorne o.e. 
9 

shoued peaks at. 603 a.ne nm, corres?c..nding c..-type 

cyt.ochrome and paaks cente~ed a~ A17, 523 and 550 nm at.t.ributabJe 

t.o c-t>"?E- cy 1... ocl-1r orne 'Fi g. 2Ba). lt. can be obser·ved 

symmat.rical peak at 550 n~ t.hat indicatad the ab&ence of a b-type 

cytochrome. Us i rq; éi.::isor?~ion ccef'ficie:n-t..s c:::f 16.6 

<603-630 nm' fo:-- }-¡?'hlE- e ar.d :9 m:":-:J.cm-:J. <55o-s.:.o nm) for heme e a 

ratio he-rr.e- e ~e heme: e of ne=.rly 1:1 \-'as c5.lcul&::s"t..eC <this r·c..t'io 

did not Curing l a.s t.. of tr.e pu r i f i ed 

p:r·ot.oco 1 see Table!). To :ouppc·r~ t.hese data. 

e:xt:-élc~ior. af pw:ifiE-d cae 
"' 

cc·r:-::plex ~e-rfc.;:med. The 

acici-c::.cE-'t.one p::i:.cipi~.:..t..E' \..';::..=: r=-d:issolvé."d ir, :o µg.'n!l e:.sc!<;-ct..!n~ 50 

522 ~r.d 550 n~ ccrrasponding to a 

F'5.::-ioir. c. f o.·~ i d-ac<:~one 

Carbor. rr.c.·nox i Ce spe-ctrEo uf thE' ca.o::
9 

corr.pl a:x ....,.e;--e rec..=·::-cie-d < Fi g. 

2.D). <2Db) 

.. ._hE 

?;-E:'!:E-":'•C=' a: 

1 



i' 
l"ll 

¡;, 

598 nm p~&ks. and ~~6. 610 nm troughs). 

it h&.s been 

re?o~t.ed (Garció-Horsmsn. et c:::.t. '".1990) s. B. cere#u.= cytoct1rome = 
" 

sho...,ed a single band et" M:-= 85.000 in LDS-PAGE at A°C (Fig. 3 l.ane 

A> .. Accordingly, cyt.-ochrome cac.
5 

was subjec't to LDS-PAGE at 4°C. 

Cytochrome caa. rc.n 
3 

ES single band that showed peroxidase 

&ctivity tFig .. 3 lanes B snd D> .::.nd TMPD oxidase a.ctivity <not. 

shown) .. C:>·tochrc•me ccz:c.
3 

migrate-d as a single Mr:;:: 92,000 protein 

(F°j g. 3. lz..n.es A and D) and not as a BS.000 band p1us othe:r band 

corresponding "t..o the cytoch~c·r.:e- c. This that 

cytoch=--crne a.c.
3 

and cy-t.octirorr.e ca.a
3 

a:-e dif"ferent. prot.eins .. 

To kno._. about.. t he- SL:bun i ~ structure of the ccc..
9 

co:np le::-:, t he 

purified complex w&s run ir. SDS_-P.A.GE CFi g. ú) .. ?ot.h, the 

comple;.: purified < F: ¡;. Cl or- t.he aciC.-a.cet.one 

precipit.at.eC <not sh~\..:';-,'i re-dis:::olved ir, SDS b~f-:er, 

subwnit pat.t.ern. Trie lc..rger subun:it. ha.d a Mr= 51..00ú the sa.me as 

ca.c
3 

s'...ib-...;n!t C• :in i=="ig. 4) rnit;;-:at;;:.-d .P!;O· él. 37.500 Mr polype-pt.ide-, 

c:_a subun i "t. 

" 
11 <30,000) P.. as.ne E). 

Th~ 37.$00 band ~hcwed peroY!ciaEe ac~iv!~y when BEE&yaci wi~h TMBZ 

(lane_.. G) .. 'Yea;s"t. cytc,chrorr.E: e \.Jé:!S. u:::..:-C e,. ?:::,si"t.ive c:::.ntrcl <lane HJ 

These da t. a indicc-:.-.... es cy·t.och!' c·rr•E: cae is 
9 

( l ane -l). 

ccmposed by two 

subuni ts. or.é oí 5ú, OOC Mr anC ot.h=-r srné::>. l l e-r o: 37, 500 Mr that 

:. r. 

;;.;-. 



e-un i r. 3C5-? . .!..G~ 

•..; 3. s 

( :=- i g. s. '2) • 

?r·.:rr.ein-,:...-g:.::!d ot 

complex band3. As can ba observ•d ln immuncblotted membranes, both 

sub1Jn i ts cf 

cros.s-r;acted 

cytochro:ne cc:.a. 
3 

\..: i th cy;:.ochrorne 

l :::o.ne d) i:nmunolagically 

~a. antis~ra 
3 

homology 

bet"-Jeen -:.·...:a .;nzymes. · F•.l 4 t her iTl•:> r .a. bovino: cytoc-hrome oxidase 

cross-r-:::..cted ·...1 i th cyt a.a antl$~ra 
3 

5.2, lane b> as almos"C. 

al 1 bacterial ~3- ~y:=e ox ida~es. 3.:siC~s. the -=-:::::.c:.
3 

cornp l ~:.< was 

chal 1-:ni;ed to antibodies ag:ainst bovina cytochrc1.1e e <Fig. 5.3> 

and .-::yi:ochrome Cnot in order to identify cytochrome 

c-subunit I I •::>f the complo:x. !n the Fig.5 .. 3 a:-2 sho·-on the western. 

immunoblott:s. of the cac::.
3 

complex cross-rcacted 

against cytochrome e antlserum Clan• di but not with cytochrome e& 

antiserum tnot shownl. Th•~~ data suggast a tusion proteln between 

subunit 

. :::yt·=i:c!-- r-crn-? 

and a 

cc:.c f :r-r::o:n 

" 

cytochr·=ime -:: as i t has be en r-epc1r ted f •::ir 

(Bus e • ..?!. al.. 1989). 

TMPD or ye~st f•rrocytochrom• c. ~he kinetlc b~havior w3s measurad 

in responsa to :r-educt.or 3.ddition=> as sho·...;ed in Fig.5A. The enzym~ 

showed a simpla kini:tics in function 

ferrocytochrom.: el º" oxygen <Fig. 5A) 

sensitive to ca:-bon monoxide <Fig.68> 

of r.:duc-::.ant. <TM?D 

and the a.ctivity 

as do~s cytochrome 

º" 
...... as 

=· " 
Calculations reveals Km 'Jalues around 20 ,t-:M, 60 µM and 76 ,t..41 fer 

0
2

• TMPD and yeast cytochrome e res?actively. 

12 
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DlSCUSSION 

T\,.;'o f orms of t.he two subuni t _cytochrome ca ~ere 
s isolate-d and 

purified from B.cereUE. Dne of t.hose <Hr~ 85,000) has been already 

char·acteri::e-d <Garc~a.-Horsma.n., al..• 1990) ~é:ind possesses: two 

polypeptides <Sl,000 and 30,000) two c. he mes and 

approximately 3 Cu •toms as prosthetic groups. lt. seerns that the 

enzyrr.e is: expresseC ali d.long cell growing (TABLE 11). The other 

ene. <92..0QO)re:-ferre-d cs ca.c.
9 

cornple>:, seems to be cc1rnposed by two 

subunits. one h=~ a Mr: 51.000 and t.h~ second bearing cyt e with a 

Mr= 37,SOO. Both subunits are structural ly and immunolog5.-cal ly 

r·elated te• t\.."D subunlt.s fr·or.-. cyt.och:-ome aa
9 

<Fig.5) lt seems that 

the two enzymeE are differential Jy expreEsed in the growth CTable 

1 1 ) - The a.a
9
-type cytocr.rome i: e>:pressed during c.11 st~ps o'f 

growth whi l E' the co:.a.
3 

comp 1 e- x bt::come to be exp:-essed at the 

beginning of sporulat.ing s~age, ._.ben the leve 1 s of respi ::-atory 

activit.ie-s ar-e sho"'-'n to bE- º'-'E-r-e:xpres::sed CE~carr.:illa a.nd Benito, 

1984) - t-.s ment ioned bcit.h e:-r.=ymes shc-...;~d ei t.•..Jo subunit st:ructure 

CGa:-c!.a-Horsman. e: l.. ' :.. 99C:; t.hi $ Fcor- bot.h 

subunit we i g t"•'t. s. =·1.000 a= shc•"'"'ed by SDS-PAGE 

e.a subuni t ,. (37.500 and :=~o. ooo 

sE-ems t.o be r-.eav i er t.h::i.n 

r-espect..ive)y) pes.ses:: ing a 

cyt.ochrome c-mc..iety a~ :ho\,.,led e-5.-t.her spectroscopic~l ly <Fig.:2) or 

by i-t.s perc.1xidase- activit.y in gels e F:. g. 4). 

9 ::_, i "!"""·e : r· b t. o 

=·. :=:.) . 



11 protein fusion betwEen cyt 

polypept.ide. The pre~ence of 

a.c. sut•unit 

" 
11 

similar 

and cy"t.ochrome 

oxid.=ses has be en 

reported in T.~~e::-n¡_'LJS the:-mop.,..~il.'U...S' ó cac:z.
9 

comp1ex <Yoshida. @t a.2. .• 

19SA; Yoshida and Fee,,. 198A; Buse, e-t a..l.., 1969) and a ba
9 

type 

oxidase <E5narsGOt.ir. et a.Z.., 1989; Zimmermann. et aZ.. 1988). The 

Th. the:-rr...ophil..,....ts caa
9 

complex, -c.h&.t. is v-=-ry similar t.o B.cere-u.= 

is a two subuni t en=yme and there are ev i dences that the 

sma.l subunit.. is ei cy't.cochrome c-subunit 11 "fus:ed pro't.rin <Bu~e, 

et al.., 1989) wh i 1 e cy tocr1r orne be 
9 

has only one subunit 

<Zimrr.ermann, e! al.., 1968>. lt se-ems tha.t. p-r-ostt1ei..ic groups (he-mes 

and Cu atDmS) are accommcdat~d in t.he same way in bot.h •n=ymes. On 

the ott-1er ho:..nd,. in t he- .:.. rche:t~c te:-- i um S"'i_.! !. fe Z. c·b":...!.=· oc C.:dc•ccl. da.ri.~, 

1:.""'º p=e-parc.tions o: the acr
3
-type- _cytochro:ne e oxidase have- been 

isolat.ed s~parate!y by t.wo research groups IAnemUller an~ SchKfer, 

:.989; Wókc..gi, et a!. ... 1989) tia.ving diffe:re:-nt 51..;'t.·s't.r-ót.E spe-citicity 

to E-ach ot.he=- .. h~1.:ever. evidences th;:.t. :ut,ge:=:t thot. t.·o~h c..re- the.-

sami;,.- e-n=yme t-15-ve not be-en provided ye~. 1 n t h=- c~se of 5. C€-:::-·eus 

ox i doses. dat.a suggE=-51.. forrns of 

cytochrome oxida$e. Trie- irr.rnunc1 lagic<=.l. c:·::Js:s-:Ea.ctic·n e-:! the- 't.WD 

f orms: 

cyt o c!-1 r om~ to t.t .. e 

!E-E-guencir1g and /or ge-ne't. i e 

ccia: 

" 
cc.mpl~>'. Ho._•ever, prot.ein 

't:.C> cc.nclusively 

discuss about structure relations and genet.ic orig!n. 

Looking 'fo:- e:.r. exp:i.ar.otior1 of 

:: r 

t. he e ce C"i e· r e 
9 

:. C:r..e 'l..::=,y t C' 



<E:scamilla a.nd Benito, .1984). Ho-...:eve:r • ..,hen the kine"t.ic be:-t-,c;..vior 

of the cac:.
3 

comple>t assaye:--d, ne gr oss 

observed in ccmpariscn wit..h c::r.a.s-t.>:?e oxidase-. T.=a.ble lV surnrnar·i=e:: 

kinetic constants between the two en=ymes. As can be ob5erved, th& 

a.ct..ivi "t.y is sl:igt"tt~y higher f or 'Lhe ca.a 

" 
cornp le')( &nd its 

subst.rates affinit.ie-s a:-e sligl-:t.ly lower. Mo:r·eover, in search of 

enzyma.tic properties. sensit.ivit.y te inhibi"t.O::""S was 

measureC. Ho\..'ever. t.he two ~orms ore inhibited in tne same ~ay by 

carbon mono>:ide: or cy.:::..nide <not sho ... .'n). lt. can be suggeste-d t.hat 

cell diffe:rentiation mig,'ht leód t.o the diffe:rentia.l expression of 

the gene-ls)for trie 5ame cr di'ffe:re-nt :=ubunit.:: resul't.:ing in the 

E>.::sernbly of \..'itl-1 di"f-fe:re:-nt 

However. a1'\.t'1ougl"1 no diffe:--e:nces ·cowid be fc.und in 't..he e1ect:ron 

transfer act.iv!t.y t he purified oxidase forms i 'L 

irnpo:r-:.a.nt to r.o-:.e i..hót. t.he physiologicB-1 dono-:- to i..he enzyme- is 

not. known. the modu1a~ion of the- enzyme- c...ctivit.y 

could occur within intact ~emtranes via in~•r•ction& with cer'Lain 

mci le cu les:,. whi ch 1acking in t.he pu::-i-fied p:-epc;.r<:otions. 

Al'":.e:-na"tively. thE cou1d invo!vE-

functions (e. g. H.--pumping J ";"",O't. yet. 

Ac:cord1ngly,. e- i t.he ~ me 1 e-cu1 a..r or mere blochem!cal a~says 

havE- to be corrieC: on t.c E-S't.C.b l i sh 't.he p:r E-Sene e:- c.f t.he two 

enzymes. 1 t. see;ns 't.hE>-t is more t. he se t.wo 

en=y·r.ie.s o>;id~:es. but. to their 



isoforms for severa.l un ice l 1 u 1 a :r eul<aryotes. In al l of therr., 

differences are regarded to nuclear ceded subunits which have been 

suggested as modifiers or r.e gu 1 a t.ory peptides. \Jhereas,, 

mitochondrial subunits are unchanged. Any way. it can assumed that 

a.fter bronching between eubacteria. and mitochondrial lines,, 

euba.cter ia de ve l op et.her types of re g.u la.ti on ~hat ha ve to be 

searched.However. it is not common tha.t t he bacteria 

expresses t.1..."0 a.cr.9-t~·pe OYidases. Only in S. acidocaldc:.r'L"W..S it has 

be en suggested be'fore. What soeve r. the r e.:=.sons to e~press two 

forms of the aa~type oxidase remain to be answered. 

!6 



REFERENCES 

Andri:oo l i, A .. J.' Suehiro,J .. ,. Sakiyama,D .. , Take-moto, J. u .• 

Vi vaneo, E .. Lara. J.C .. , & Klute, M .. c .. <1973l ...J.Bczcteri.oL ll5, 

1159-1166. 

Anemüller, S., & Schafer, G. <1989> TE:BS Lett.. 24-4., L.i.51-455. 

Bisson, R.. g, Shivato, 

Buse, G.,. Hensel, S., 

G. C1986l ...J.Bi.ol.Che=. 26l, 4373-4376. 

!a Fee, J .. A.. < 1989 > Eur . .J. Bi.ochem... 131, 

97-103. 

Cumsky, M .. G .. , Ko, C. TruebJood, C.E. 

Proc.Natl.Acad.Sci..U.S.A. 82, 2235-2239. 

º"" 
581-587. 

Vr i j, \.J •• & Konings, \.J. N. (1987) 

& Poy1:.on, R .. <1985) 

E"U.I . J. B i. oc hem... l66, 

Einarsdbttir, O .• Kil lough, P.M. Fee, J .. A., g. \Joodruf'f, \.J.H. 

C19B9l ...J.Pi.ol.Che=. 264, 2405-2408. 

Es;cam'illa, J.E., & Benito, M.C. ( 1994) -7. Bac t.eri.ol .. 160, 

473-L:..77. 

Barquera, B., Ramíre=. R., García-Hors:man, 

A .. , & Del Arenal, P. <!988) 'J.Bcz..cter'Lol.. :170, 5908-59:.2. 

Goodhe\.J .. C.F ... B=-own, K.R .. , & Pet..tigrew, G .. l-1 .. Cl986> Biochirn... 

Biop . .,...,.:...,·:. Acta. 852,. 288-294. 

Kadenbach. E •• H:=.:r-t.mann,. R.,. Blanville,. R •• & E.use, G. (1982> 

FEBS Lett. 138, 236-238. 

J<ade-nbach. E., S"trol-1, A.• A. Eckerskorn, c .• 

Lott.s:pE·ic:-•. 

!....a€"u.;-;;li. U.t<. ~:~7C) Nc.t'-..l'""·e- 227. 680-SBE. 

?'2r·r. A. L. f.. Randall,. R.J. 

{19S.:.J -~- B<c:•l.. C.-.. er.-. 193. 2E.5:-::7S. 



Mark\..'E=-l l. M .. A.K. Haas. Tolt•ert. N. E., L. L. \ 
1 ( l.981 > H~t.'1... En.:zyrr.:>l. 72, 26?-303 .. 

F'oole, R.K .. <1983) B"Lochi.:m.. Biopr ... ··~ . .J!Z. Act.c. 726. 205-243. \ 
Sch.:.;.gger,. H.• & von .Jagov, G. <1987> Anal. Bi.:oche-m.166., 

368-379. 

Towbin,. H .. ~ Sta.ehed in, T .. g.. Gordon,. J .. <1979) Proc. NaLt. 

Acad. Sci. USA 76, 3116-3120. 

Wakagi,. T .. , Yamaguchi,. T. Oshima,. T. ,.Mtil le-r-, M .. , Azz..i, A., !..: 

Sane,. N. l1989) B'i.ochi.r.L. Biophys. R9s. Comm:un. .. :165, 1110-1l.14 .. 

Yoshida.. .. T.• Fee, J .. A. <1964) .J. Bl..ol .. Che,,.. •. 259, 

1031-1036. 

Yoshida, T .. , Lorenc~, R.M .. Choc, M .. G .. ,. Tarr,. G.E .. , Findling,. 

K. L. & Fee,. J.A .. (1.964) .J. Biol.. !:h.ern. 2.59, 112-1.23 .. 

Zirnrr • .=-rman,. El. H. , Ni't.sche, c. 1 •• Fee,. J. A.• Rusw&k., F.• 

Mü:nk. E. <1988> Proc. NaLL Acad. Sci. USA 85, 5779-5763. 

1 ¡ 

18 



FOOTNOTES 

Garc~a-Horsman, J.A. Barquera .. B., Gon=ale=-Ha.lphen. D., ~ 

Esca.mi 11 a. J. E. < 1990> Hol. Hicrobi.ol.. submi tted. 

2 Recen~ly it has been proposed a Íorth subunit of cytochrome 

oxida.se f'rom t.hermophilic bacterium PS3 <Gai, \..J.-z., Sun, S.-M .. , 

SoTie,. N. & Chéin, S.H.P. <1990) Bioph).•st..cal. Societ.y 34t.h AnTi.:t..1a.Z. 

Heeti.n..e. Bi.ophys. _;_ 57. No. 2, Part 2,. 557a) 

9 The abbrevia~ion used TMPD, N. N, N'"' N', t.etramethyl 

p-phenylene dia..m:!ne; PMSF, phenyl rr:.ethyl sulfonil fluoride; TMBZ,. 

N, N. N", N", t.etrE:2-met.hyl b~nzidine; HE?ES, 4-<2- hydroxy.:-thyl )-

.1- piperó=ine- etanesulfonic acid;- SDS .. sodium dodecyl sulfate; 

LDS, lithium dodecyl sulfate-; PAGE, polyacryla.mide gel 

electrophoresis . 

... 
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LEGENDS FOR FIGURES 

F l GURE 1. Sc:.l-aeme of t..he pu:ri.-fic3t..ion ~'l,hod us.ed for obt..ain..:ing 

c. yt.oc. h.r ornes ca 

" 
and caa from B. ce:-e':...t.S n\IE"Jllbra.nes. 

" 
Deta.ils ¿,,.re 

stated in the text. a., b, e indi ca-:.e-s heme a.,. b, .::..nd e containing 

'fraction; =,.· cytochrome c=ir.taining 'fraci:.ion; e ªª:s ... 
cytochrome- ca.a

3 
containing !rac~ion; ... , cytochrome cac

9 
con-t.aining 

fraction was purif ied by analoEous set of steps. 

Fl GUR.E 2. Spec"Lra. of" cyt.oct1.r-O~ ca.e 
9 

cont..ain.ing fr'9.ction.s 

p'l.Xri-f ied cytochron..e ca.a.
9 

C B, O:>,, and .acet..one ext..ract.ed cyt.och.roTne 

ca.a C C:>. 
9 

A. R=--duced m."?..r~~ o>.:idi=e-d ~pt=-ct.ra of the cy-tochr·ome ca.a. 

" 
as isol&te-d (&)(s:-.ee "T..E?X't.), and 

subjecteC t.o t.he ti rs-=.. three ;;teps o"f 

cae as 
9 

isolat.eC and 

the ?urific,¡;,.tion process 

(b). Appro>:irr.at.ely 0.2. mg of prot.eir. \..'as: su$pe:-y¡ded in.!. ml ~.o mM 

Tris CpH 8)~ ~.arr.r:-les were red.uced \ .. :ith dith:ionite- e.ne re'ference: 

were ox!d:ized \...'"ith ai:-. B. ?.educed rn.1.n~ cxidiz&d Ciffe-:-ent.ia.l 

spectra of purifled cy~cchrcme ca.e. < ai) • 
9 

anc cy t ocr-. r- c•r..e a.o Cb). 
9 

O. 1 mg of prot.ein pe_..r cel l \...'Ere used. c. Red u e e e ~,ir... u~ e:. x i d i =e d 

spectru~ of cy ... .._ochrorne cac:
3 

&cid-c-.9.:::.._c=r.e ~>.t. r c. e~. 

O.S mg of C)·t o el-. r omE-

in D.cet.one <to !O vcil 

cae. < ! 

" 
rn l ) M HCl 

a r1 d i ne u b ~te e! by 3 O m i n. t. r. e su=¡:. en s i o n w a s 

centrifuge-d at 10,000 rpm for lC- rr.:.n. the pe11et ..... ·as reCissolved 

ir. 0.5% T:-:i""t.on :X-100. :250 mM "Tri:::-r.Cl <pH $) rE>éidy fo:- :~ec~ral 

D. c ... ::. d::. =~.::! :: e) 

C. C· e::. r F ! e:- , 

mi n. 

\ 
1 
l 
1 
1 

! 
l 

l 



All spectra were recorded at room ~emperature. 

FlGURE 3. LDS-PAGE a~ 4°C o~ puri~ied cyl.ochrome c~9 C1anes A and 

C:> and cy"Loch.rome- ce.a 
" 

C1:a.nes B and D:>. Electrophoresis ""·as 

per'formed as sta.t.ed in Experi.me-rLt.al Het-r~od.s. Appro"Ximéttely 25 µg 

of oxidés.se protein mixed wi"Lt> La emrn l i ss.mp le- buffer. 

cont.ainins 0.1% LDS~ immediately befare electrophoretic run .. Gels 

were Stétined with Cooma.ssie blu.e CJ) or by peroxid::::..se activi"t..y 

( 1 1 ) • 

FIGURE 4. SDS-PAGE of puriíied cyt.ochrome aog Clanes A, B, and FJ~ 

and e yt.. oc hr onlle' ce.a 
9 

e 1.arJ.eS. e and G:>. Appro-xim~~eiy 30 µ¡; 

veget&tive llane Al or spQrulatin~ Clanes E and FI cyt.c,ch:--orne 

and cy'\...ochrome ca.a. el anes 
a 

C and G> were 10 

of 

a.a 
" 

µg 

horse he.::srt. cyt.ochrome e ( lanes D and H) \.JEl.S useo as sténdE>.rd .. as 

such El$ 15 µf, of c. mi xt..ure of ly;.ozyr:le- <149300). ('-l~ct.oglobuliri 

C18,4QQ). trypsinogen <2~,000), <34,700). egg albumin 

C45,000), snd bovine albumin <66.000) Clan.::-s E and 

st.ained fer protein <l.:;nes A ..... o D) or fo:-- peroxid.ase act.ivit.y 

el anes F t.o l). indicat.~s t.be- c-bea':' ing band cf 't.he cyt.ochrome 

caa.
9 

... 

FIGURE 5. 'Wes:t..ern i nunu:nob1ot.ti.r,g of cyt...ochro~ cae:. C1ane d:> 

" 
and 

cy-t..och.rorne ªª3 e :La.ne eJ :a.gainst. B. cyt.ochroln!? ac 
" 

.ant.iser'l..Dll 

C2:> a.nd bovi rJe e yt.. oc hr on~ e ant.:i s.t::"r um C 3:>. (:.) of 

o'f cyi..ocr.= orr €:: 



B. cere"U..& cyt.ochrome a.a rabbit.. anti serum C2) and bovine 
" 

cytochr·ome e ro.bbit antiserum C3) .. The posit.ions of 

( -+), s.ubun 1 t. 1 J ( ---+) , o"f e-ither. B. cereU$ cytochrome 

cytochrome c:c:::
3

, bovine cyt.ochrome e «•), and subuni t 

cytochrome c-oxida~e·<• ---+) are indicated. 

subunit 

cc:.c:. and 

" 
of bovi ne 

FIGURE 6. Hof"~s-t..ie pl.ot.s of -t..he lc.inet..ics of cyt..ocl"1rome and 

cy~ochrome caa
9 

CA:> and carbon w.ono~ide inhibition pa~~ern of boLh 

Activity \.Jas measured polarographic~Ily in 2 ml 

cuvette (10 µ¡; of oxidase protein) as stated in Exp&:- i. m.en. ta t 

Proced·u.:res, v¿;rying oxygen concentration e in 150 ,uM. cy"t.oct-1rome e 

plus 500 ~ ascorbate) or yeast cytochrome e ccncen~ration 

<in SOO .wt"i ascorbate. 90-100 air satur-.Ett~d buf'fer) ~ or 

cytochrome a.CL 

" 
and cyt.ochrome:- ca.a 

" 
) . Car bon mono>< i de 

inhibition was measured racording cxygen uptake of 

130 seg-s. centro 1 activity) and cytochr ome 

cytochr-ome 

CLCL 

" 

CCLCL ,. 
87 

seg-s control activity) in rE-sponse of 150 .u!'-1 cyt..oct1rome e .:;..nd sao 

.a.scorb&te. .::.dding volumes of CO-sE:tu:r-ated measure 

buf":fe:r eso mM HE?ES~ 50 mM KCl pH 7.4> "t.o a final volu:ne of 2 ml .. 

The initial slope re cor· ded w5.thin 30 sec was taken f or 

calcul.s.tj ons of the act.iv!ty for c::ytochrome e and inhibition 

kinetics. ThE." slopc- wf e.s.ch oxygen concentration measured was 

t~Ken fo:::- the oxygen l<inetics calculations.The assa.ys were 

perfor·med at 30°C. 
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TABLE I. Purification of Cytochrome caaJ frcrn Bacillus cereus 

Step F'rote1n Heme ~' Heme i:.\/ Yield F'Llri f icat ion Ratio 
(rng) (nmol) protein (%) <-foldl a:c 

(nmol/mg) 

Membranes 3, 600 1044 0.29 ( 1ü0J 0 .. 59 

l. Bile salt 
traetment 1,740 783 0.45 75 1 .. 55 o .. 61 

2 .. Tri ton X-100 
e~~tract 362 434.4 1 .. 2 41 4. 13 0 .. 59 

' 
3 .. DEAE-Ce 11Ll1 ose 

fractiwnation l 1 o 231 2. l 22 7.24 0 .. 5 

4. De a.e Bio-Gel 
fr.ac: t ionat ion :!.O 174 5 .. B 17 20 O. B 

_,. Ammon iLlm SLllfate 
frac:tionation 16 120 7.5 11 26 0 .. 85 

6. DEAE-Seph¿•de:: 
frac:t1anat1on B 104 13 9.9 45 0 .. 95 

7. Hyd ro~~y 1apat1 te 
fractionation 2.4 48 2() 5 69 1. l 



TABLE I l • Express ion 

vegetative 

Vegetative cel ts'9 > 

Sporu 1 at ing ce l l s''> 

of 

and 

cytochrome 

sporulating 

12.2 

20.s 

aa. and .. 
Ba.c: "L. l. l. -u.s 

cytochrome 
U.> cereus. 

<Z>Cytochrome caa. 
9 

0.1 

9.18 

ca.a 
9 

in 

·~Membranes of vegetative or sporulating cells were subjected to 
purification procedure up to isolation of the cytochrome a.cr.

9 
and 

cytochrome c::o..a.
9 

were rea.ched <see t.ext> .. 

<Z> Spectrophotometr i e determin.ed heme a <nmo l >. 

ra•cells harvested at mid-log stage. 

<•>cells harvested 2 hours after stationary stage was reached. 

1 

\ 
1 



TABLE 111. Heme and metal components of Ba.cLttu.s cereus cytochrome 

a.a.
9 

and cytochrome caa
8

• 

Heme a. Cnmol /_mg ><s..> 

Heme e: <nmol/mg><f.> 

Copper'2 > 

1 ron: Copperc.::t..,:z> 

';I CmH-::t.cm-s..> c.S> 
csos.-CS9o 

'$ <mM 
550-540 

-s. -s. C.S> cm > 

Cytochrome 

22 

35 

1.68 

13.3 

eta. 
9 

Cytochrome ca.a.
9 

20 

13 

30 

1. 25 

10.5 

15.2 

<::t.> From spectra. c:z>Atomic absorption. <9 > Assuming Mr of 85,000 
and 92, 000 far cyt cu:z.

9 
and c:c::z.a.

9 
respectively. 

2 



t. 

TABLE lV. Kinetic consta.nts of Bac:i. L L'US cer-e'US cytochrome c:xa
9 

and 

cytochrome 

K.,, ( µM> 

Oxygen 

Cyt.ochrome e 

TMF'O 

Vn>o.x <seg-._> 

c:c:xa. ,. 

Cytochrome 

5 

l.0 

33. 

l.00 

a.a. Cytochrome Cc:u::t ,. 9 

20 

76 

60 

l.50 

3 

1 

\ 
r 
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