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i. Abreviaturas 

 

ADP Difosfato de adenosina 

ASB Albúmina de suero bovino 

Atm Atmósferas 

ATP Trifosfato de adenosina 

Bisacrilamida N, N’ -bis-metilen-acrilamida 

BFPNS Bacterias Fotosinteticas Purpura No Sulfurosa 

CNC-IUBMB Nomenclature Committee of the International Union of Biochemistry 
and Molecular Biology 

DNAsa Desoxirribunucleasa II, Tipo IV: de bazo porcino. 

DSMZ Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulten GmmH 
(German Collection of Microorganisms and Cell Cultures) 

EDTA Ácido etilen diamino tetra acético 

EGTA Ácido etilenglicol bis (amino-etil eter) N N tetra acético 

ELISA Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (Ensayo por inmunoabsorción 
ligado a enzimas) 

Elon p-metilaminofenol sulfato 29 mM + bisulfito de sodio 290 mM 

H+ Protón 

FI Familia I de sPPasa 

FII Familia II de sPPasa 

H+PPasa Pirofosfatasa translocadora de protones (membranal) 

KDa KiloDaltones 

Km Constante de Michaelis 

l Litro (s) 

Me Metal 
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min Minuto (s) 

MOPS Ácido morfolino propano sulfónico 

NEM N- etilmaleimida 

PAGE Electroforesis en gel de poliacrilamida 

PM Peso molecular 

p/v Relación peso - volumen  

Pi Fosfato inorgánico 

PoliP Polifosfato(s) 

PPasa Pirofosfatasa 

PPi Pirofosfato inorgánico 

Rba. Rhodobacter 

Rbi. Rhodobium 

Rf Movilidad electroforética relativa  

SDS Dodecil sulfato de sodio 

SDS-PAGE Electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de SDS 

spp. Especies 

sPPasa Pirofosfatasa soluble 

TCA Ácido tricloro acético 

TEMED N, N, N', N'-Tetrametilentilendiamina 

Tris Tris (hidroximetil) amino metano 

v/v Relación volumen - volumen 

x g Campo relativo de la centrifuga por gravedad 
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ii. Resumen 

 

 
El fósforo (P) es el único entre los bioelementos primordiales y juega un papel clave en la 

bioenergética al ser componente fundamental del grupo químico depositario de la energía de 
enlace que genera y consume el metabolismo celular y es transportado al interior de la célula en 
forma de anión ortofosfato diprotonado. Un gran número de reacciones biosínteticas hidrolizan 
ATP generando AMP + PPi y su hidrólisis posterior es llevada a cabo por la PPasa localizada en 
el citoplasma de las células, permite que las reacciones anabólicas procedan eficientemente en la 
dirección correcta además se han identificado reacciones enzimáticas en las que el PPi sustituye 
al ATP o que son dependientes de PPi. 
 

El proyecto tuvo como objetivo caracterizar la pirofosfatasa citoplásmica (sPPasa) de una 
bacteria fotosintética  púrpura no sulfurosa halófila, Rhodobium orientis.  Esta enzima fue aislada y 
caracterizada a través de la cuantificación de su actividad hidrolítica, su perfil de pH, su 
termoestabilidad, temperatura de activación,  la especificidad del sustrato y la determinación de 
su peso molecular, además de algunas constantes cinéticas como Km y Vmax.,  encontrando que 
puede ser purificada exclusivamente como FI y solo puede utilizar  al Zn2+ como protector. En el 
zimograma hecho en un PAGE se encontró que el extracto tiene un Rf que se ubica entre la PPasa 
de Rhodospirillum rubrum y de Rhodobacter sphaeroides (prototipo de FI y FII, respectivamente). La 
PPasa de Rhodobium orientis es estrictamente dependiente de Mg2+ y presenta actividad hidrolítica 
significativapor parte de la H+PPasa. Su sustrato verdadero es Mg-PPi2-. Es un tetrámero  cuyo 
peso molecular de 137 kDa determinado con una columna de Sephacryl S200  HR y a través de 
un SDS-PAGE de segunda dimensión se encontró que está formado por 2 subunidades de 23 
kDa. Y 2 de 49kDa.  La temperatura y el pH óptimo fueron de 55°C y  9, respectivamente. El NaF 
la inhibe en un 100%. Su Km fue  0.316 mM y su Vmax. es  5.034 µmol Pi (min mg proteína)-1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Caracterización Bioquímica de la PPasa de la BFPNS Rhodobium orientis 
 

 

4 

 

1. INTRODUCCIÓN  

Todas las células utilizan los mismos principios fundamentales y  los mismos mecanismos en 

sus actividades transformadoras de energía.  Los organismos fotosintéticos utilizan la energía 

de la luz solar, mientras que los organismos heterótrofos emplean la energía contenida en la 

estructura de las moléculas orgánicas nutrientes obtenidas de su medio. 

La célula conserva la energía de manera aprovechable en las moléculas del adenin trifosfato 

(ATP), las cuales se sintetizan a partir de ADP y de Pi en reacciones catalizadas por la H+ATP 

sintetasa.  El ATP es entonces el transportador que lleva la energía química hacia aquellos 

procesos o reacciones de la célula que requieren energía.  Así, al hidrolizarse el ATP, la energía 

liberada se utiliza para llevar a cabo el trabajo químico, mecánico y osmótico de la célula 

(Franklin, 1986).  

En los 1940’s el ATP fue establecido como el transportador central de la energía química entre la 

producción y el consumo de energía de las reacciones biológicas, poco tiempo después se 

incluyo  tanto al PPi como a otros polifosfatos como posibles alternativas al ATP debido a la 

similitud estructural de su fosfato.   En 1962, se demostró la capacidad del PPi  para actuar 

como un donador biológico de energía en la formación de fosfoenolpiruvato (Siu y Wood, 1962).  

En 1963 se sugirió un rol para el PPi en la fotosíntesis temprana (Melvin Calvin, 1963).  En 1965, 

se asumió que el PPi pudo haber precedido al ATP como un transportador de energía en los 

orígenes y evolución de la vida (Lipmann, 1965).   La primera demostración de un enlace directo 

entre el PPi y la fotosíntesis fue a mediados de los 60’s cuando se demostró la formación de PPi  

a partir de Pi inducida por  luz en los cromatóforos de membrana de la bacteria fotosintética 

Rhodospirillum rubrum (Baltcheffsky et al, 1966).   La transferencia de energía en obscuridad 

ligada a la membrana (Baltcheffsky, 1967;  Baltcheffsky, 1969)  e hidrólisis (Baltcheffsky, 1964) 

del PPi corroboraron la existencia de un PPi sintetasa/PPasa ligada a la membrana  en 

Rhodospirillum rubrum. 

A principios de los 70’s se encontró que el PPi dirigía la síntesis de ATP (Keister y Minton, 1971) 

y la traslocación de protones (Moyle et al, 1972) en cromatóforos y una PPasa ligada a la 

membrana de la vacuola que fue encontrada en la planta superior Beta vulgaris (Karlsson, 1975).  
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La PPi-sintetasa /PPasa de R. rubrum fue después purificada y caracterizada (Nyrén et al, 1991; 

Shakhov et al 1982). 

El pirofosfato (PPi) es el polímero de fosfato más pequeño y es una molécula rica en energía, 

producto de muchas reacciones biosintéticas.  Aunque el PPi es usado como un recurso de 

energía y fosforo en varias reacciones de fosforilación (Wood, 1977) estas reacciones consumen 

solamente una pequeña porción del PPi intracelular.   Si la pirofosfatasa citoplásmica (PPasa) no 

estuviera continuamente presente en las células y por ello no hubiera actividad de hidrólisis del 

PPi, la concentración de esté aumentaría tan rápidamente que podría inhibir el crecimiento 

celular (Lahti, 1983).   Las PPasas están entre las enzimas cuya continua síntesis es esencial para 

el crecimiento (enzimas constitutivas) (Stadtman, 1970). 

Los estudios propuestos en este proyecto permitirán mediante una caracterización bioquímica 

enzimática sobre la sPPasa de Rhodobium orientis estudiar aspectos importantes del metabolismo 

del PPi y del papel de las PPasas en las bacterias fotosintéticas. 
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2. MARCO TEORICO 

 

2.1  Fosfato inorgánico (Pi) 

La energía es una cuestión central en la vida y para sobrevivir, los organismos han 

encontrado varias maneras para interconvertir continuamente las diversas formas de 

energía disponibles en el ambiente.  Los compuestos de fosfato son la materia biológica 

común de intercambio de energía y el trifosfato de adenosina  es el portador de energía 

más importante de la célula. (de Meis et al, 2004) 

La disponibilidad de las formas inorgánicas de fosforo para sostener la productividad 

(energética) en orden descendente es la siguiente: ortofosfato > pirofosfato > trifosfato > 

aniones polifosfatos mayores.                              

2.2  Pirofosfato inorgánico (PPi) 

El pirofosfato inorgánico es producido en una variedad de reacciones biosintéticas y 

presumiblemente la principal fuente de ortofosfato requerido en la fase de conversión 

de la energía en el metabolismo.  La hidrólisis de pirofosfato a ortofosfato, catalizada 

por la pirofosfatasa inorgánica, es en consecuencia un importante proceso que une dos 

facetas principales de la maquinaria metabólica en todos los tipos de células (Kornberg, 

1962). 

 

2.2.1 Características del pirofosfato 

El PPi es el compuesto químico más simple que contiene un enlace fosfoanhídrido y, en 

algunos casos puede ser un sustituto del ATP (Wood, 1977). 
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Fig 1. 

Estructura del PPi a pH 8.2. Tomada de Cooperman, 1982. 

Este enlace fosfoanhídrido es la forma química básica por la cual se transmite la energía 

en las células.   

Para entender el significado biológico del PPi  es necesario conocer algunos aspectos 

termodinámicos de su hidrólisis, particularmente en las condiciones de pH y fuerza 

iónica presentes en las células. Debido a la alta afinidad del PPi por cationes divalentes 

y a las concentraciones relativamente altas de Mg2+ en el citoplasma, el PPi 

probablemente se encuentra presente en las células formando un complejo 1:1 con el 

Mg2+ (Lahti,1983).  

El cambio de energía libre asociado a la hidrólisis (∆G0’) del PPi es cercano a la energía 

del enlace gama del ATP; sin embargo, en presencia de Mg2+ el ∆G0’ para el PPi se 

vuelve menos negativo debido a que el producto de su hidrólisis (2Pi) no se acompleja 

fuertemente con el Mg2+, a diferencia del ATP, cuyo producto (ADP) si se une 

fuertemente al Mg2+ (Smith y Martell, 1981).  

Desde hace tiempo, varios autores consideran que el PPi podría ser el compuesto 

donador de energía más antiguo tanto para los sistemas prebióticos como para las 

primeras formas de vida.  La simplicidad de su estructura comparada con la del ATP, 

así como su posible presencia en los minerales de la tierra primitiva, permiten suponer 

que el PPi fue importante en las transformaciones bioenergéticas primigenias (Lipmann, 

1965; Miller y Parris, 1964). 
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2.2.2 El papel del PPi en el metabolismo celular. 

En general se suponía que el PPi producido en muchas reacciones biosintéticas 

importantes (síntesis de polisacáridos, proteínas, ácidos nucleícos, urea, lípidos) era un 

producto secundario que debía ser hidrolizado inmediatamente por la PPasa localizada 

en el citoplasma de las células, para hacer a estas reacciones energéticamente favorables 

(Kornberg, 1957); de ésta forma la energía del enlace anhidro del PPi nunca sería 

utilizada. 

Se han identificado reacciones enzimáticas en las que el PPi sustituye al ATP o que son 

dependientes de PPi.  Algunas de estas reacciones son responsables de la fosforilación 

de intermediarios esenciales de la glucólisis y gluconeogénesis (Baltcheffsky y Nyren, 

1984). Así mismo se encontró, que la glucosa-6 fosfatasa del hígado es capaz de llevar a 

cabo la síntesis de glucosa 6-fosfato en una reacción dependiente de PPi (Lawson y 

Veech, 1979). También se descubrió que estas enzimas dependientes de PPi están 

ampliamente distribuidas en plantas (Edwards et al, 1985). En resumen, estos hallazgos 

muestran que el PPi puede usarse como donador de energía para muchas reacciones y 

que en algunas otras puede ser utilizado incluso en lugar del ATP (Lahti et al 1988). 

2.2.3 Utilización del PPi  

Tomando en consideración lo anterior, podemos decir que el PPi producido por la 

célula puede seguir los siguientes caminos:  

a. Ser hidrolizado por la PPasa citoplásmica o soluble, donde la energía liberada de 

la hidrólisis del enlace anhídro se pierde como calor (Romero I., Celis H., 1990).  

b. Ser hidrolizado por la PPasa de membrana traslocadora de H+. La energía del 

gradiente electroquímico producido al hidrolizarse el PPi por esta enzima puede 

ser utilizado para mantener varias reacciones dependientes de energía como son: 



Caracterización Bioquímica de la PPasa de la BFPNS Rhodobium orientis 

 

 

9 

 

la reversa de transporte de electrones (Baltcheffsky, 1967), la transhidrogenación 

(Keister y Yike, 1967ª), la reducción de NAD+ (Keister y Yike, 1967b) y la síntesis 

de ATP (Keister y Minton, 1971).  

c. Se ha propuesto que puede ser utilizado directa (mediante la formación de 

gránulos de PPi) o indirectamente (como precursor de la síntesis del polifosfato) 

como fuente de reserva de energía en R. rubrum (Nyrén y Strid, 1991).  

d. Puede ser utilizado directamente como fuente de energía en reacciones 

metabólicas o sustituir al ATP como donador de energía. (Romero, I., Celis H., 

1990).  

2.3 Las pirofosfatasas  

2.3.1 Pirofosfatasas citoplásmicas (PPasas) 

La pirofosfatasa citoplásmica [E.C.3.6.1.1, difosfatasa inorgánica (CNC-IUBMB, 2008)] 

es una enzima esencial y ubicua que cataliza la hidrólisis de PPi, produciendo 

ortofosfato inorgánico (Pi).  Su rol en el metabolismo es el de eliminar el PPi, un 

subproducto de muchas reacciones anabólicas vitales, especialmente aquellas 

involucradas en la síntesis de polímeros, volviéndolas termodinámicamente 

irreversibles (Kornberg, 1962).  Las pirofosfatasas citoplásmicas pertenecen a dos 

familias no homologas: familia I, se encuentran distribuidas prácticamente en todos los 

organismos (Cooperman et al, 1992) y familia II, hasta ahora confinadas a un número 

limitado de bacterias y archeas (; Young et al, 1998).  Estas familias difieren en muchas 

propiedades funcionales; por ejemplo, el Mg2+ es el cofactor “preferido” para las PPasas 

citoplásmicas de familia I, mientras que el Mn2+ le confiere máxima actividad a las 

PPasas citoplásmicas de familia II (Parfenyev et al, 2001; Zyryanov et al, 2004).  Aunque 

no se observan similitudes en la secuencia ni en la estructura general entre estas dos 

clases de proteínas, existe una sorprendente conservación de residuos en los sitios 

activos principales, considerado esto como un notable ejemplo de convergencia 

evolutiva enzimática (Ahn et al, 2001; Parfenyev et al, 2001). 



Caracterización Bioquímica de la PPasa de la BFPNS Rhodobium orientis 

 

 

10 

 

 

 

Fig. 2.  Comparación de la estructura de la PPasa de Familia I y la de Familia II. A modelo esquemático de 
la PPasa de Familia I de la levadura (Heikinheimo et al., 2001) y en B se muestra el modelo esquemático 
de la PPasa de Familia II de Baccillus subtilis (Fabrichniy et al., 2007). Las estructuras de las enzimas se 
muestran en una gama de colores donde en azul se encuentra el N terminal y en rojo el C terminal. Los 
sustratos se muestran como palillos: PPi para la Familia I y PNP para la Familia II. 

2.3.1.1 Pirofosfatasa citoplásmica Familia I 

La familia I incluye a las pirofosfatasas procariotas y eucariotas (clases A y B según 

Young et al 1998), de las cuales las enzimas de Escherichia coli y Saccharomyces cereviciae 

son las especies representativas mejor estudiadas.  Los miembros de esta familia 

comparten la misma estructura y poseen un sitio activo altamente conservado formado 

por residuos de entre 14–16 aminoácidos, de tres a cuatro iones Mg2+ y propiedades 

catalíticas muy similares.  En general, las PPasas eucariotas son homodímeros 

compuestos por subunidades de 30-35 kDa, mientras que las PPasas procariotas son 

homotetrámeros u homohexámeros compuestos por subunidades de 20 kDa. 

2.3.1.2 Pirofosfatasa citoplásmica Familia II 

Las pirofosfatasas citoplásmicas de familia II fueron descubiertas hace  pocos años en 

bacterias y arqueobacterias (Shintani et al, 1998; Young et al, 1998) y en bacterias 
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fotosintéticas (Celis et al, 2003). Estas PPasas (clase C según Young et al. 1998) no 

comparten ninguna similitud en su secuencia con aquellas de familia I; son 

homodímeros compuestos por subunidades de 34 kDa., y son insensibles a la inhibición 

por fluoruro en presencia de Mn2+ o Co2+.  

Las PPasas de familia II tienen de 20-50 veces mayor actividad que las PPasas de familia 

I y exhiben otro patrón de especificidad hacia el sustrato y los iones metálicos 

activadores: no hidrolizan ATP (Zyryanov et al, 2002), son más activas con Mn2+ o  Co2+  

así como con Mg2+ (Kuhn et al, 2000; Shintani et al, 1998; Young et al, 1998) y no son 

inhibidas por Ca2+ (Parfenyev et al, 2001). 

2.3.1.3 Pirofosfatasas de membrana (H+PPasas) 

Algunos organismos poseen además, PPasas asociadas de membrana que son capaces  

de utilizar la energía contenida en el enlace fosfoanhídrido del PPi para establecer 

gradientes iónicos transmembranales.  Ejemplos notables de PPasas de transducción de 

energía y de conservación de energía son la PPasa reversible traslocadora de H+  

localizada en los cromatóforos de la bacteria púrpura no sulfurosa Rhodospirillum 

rubrum (Baltcheffsky, 1967), la PPasa traslocadora de H+  vacuolar de las células 

vegetales. (Rea et al, 1992), y la PPasa asociada a la membrana de animales y levaduras 

de mitocondrias (Mansurova, 1989). 

La existencia de este tipo de pirofosfatasa se reportó por primera vez en R. rubrum 

(Baltcheffsky y von Stedingk, 1966).  Sin embargo, ahora se sabe que también está 

presente en otras bacterias fotosintéticas (Knobloch, 1975;  Nore et al, 1990). 

Probablemente la pirofosfatasa de membrana mejor estudiada es la de R. rubrum.  Esta 

enzima es funcionalmente semejante a la ATP sintetasa, pero con una estructura más 

sencilla, sustratos más simples e insensibilidad al inhibidor clásico de la H+ATP 

sintetasa, la oligomicina.  Esta enzima puede llevar a cabo las siguientes reacciones 
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parciales: a) síntesis de PPi,  b) hidrólisis de PPi,  c) intercambio Pi-PPi  y  d) recambio 

Pi-H2O.  En algunas bacterias fotosintéticas como Rhodospirillum rubrum existe, además 

de la PPasa citosólica, la pirofosfatasa de membrana (H+PPasa).  

La presencia simultánea de estas dos PPasas debe requerir una estricta regulación para 

que no se presente desperdicio de energía.  Mediante el estudio de una mutante sin 

H+PPasa se ha encontrado que su papel en el metabolismo es colaborar en el 

crecimiento en condiciones de baja energía, como en el crecimiento aeróbico a bajas 

concentraciones de oxígeno, la transición del metabolismo respiratorio a fotosintético y 

en el crecimiento fotosintético a intensidades luminosas bajas (García-Contreras et al, 

2004). Así mismo, se ha reportado que el gen de la H+PPasa se induce en respuesta a 

condiciones de estrés indicando una fuerte regulación transcripcional. En estas 

situaciones la H+PPasa debe estar generando un gradiente electroquímico de H+ para 

ser utilizado entre otras cosas, en la síntesis de ATP, esto indicaría que las bacterias 

fotosintéticas usan al PPi como una fuente de energía de “bajo costo” debido a la 

simplicidad de su estructura, permitiéndoles una importante ventaja para adaptarse a 

condiciones hostiles de vida (López-Marques, 2004). 

2.4 Bacterias fotosintéticas 

Las bacterias fototróficas verdes y púrpuras llevan a cabo una fotosíntesis anóxica, 

usando solamente un fotosistema. Ellas requieren un donador de electrones de más bajo 

potencial redox que el agua, como compuestos reducidos de sulfuro, hidrogeno 

molecular o compuestos orgánicos simples. Los productos oxidados resultantes son: 

sulfato, protones, y compuestos orgánicos oxidados (Pfenning, 1978). 

El aparato fotosintético puede ser dividido experimentalmente en tres componentes 

estrechamente relacionados tanto en aspectos estructurales como funcionales, los cuales 

son: pigmentos receptores de luz, centros de reacción fotoquímicos y una cadena de 

transferencia de electrones. La energía luminosa absorbida por los pigmentos antena es 
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transferida a los centros de reacción, donde se produce una separación de carga por la 

liberación de un electrón de la clorofila del centro de reacción. Un flujo de electrones es 

establecido a través de la cadena de transporte de electrones asociada a la fotosíntesis, la 

cual se encuentra acoplada a la síntesis de ATP, es decir, la energía derivada de la luz es 

utilizada para sintetizar el ATP (fotofosforilación) por la ATP sintetasa (Mitchell, 1967). 

Alternativamente, en algunas bacterias púrpuras, la energía del gradiente 

electroquímico de protones puede estar acoplada a la síntesis de PPi a través de la 

pirofosfatasa de membrana (H+PPasa) (Baltcheffsky  y von Stedingk 1966).  

2.4.1 Bacterias púrpura no sulfurosas (Rhodospirilleceae). 

Las bacterias púrpura no sulfurosas (Rhodospirillaceae) se encuentran ampliamente 

distribuidas en la naturaleza, principalmente en pantanos y aguas estáticas, donde 

existe una rápida producción y descomposición de materia. Estas bacterias son únicas 

por la gran plasticidad metabólica que presentan ya que pueden desarrollarse en 

condiciones anaeróbicas en la luz, tanto fotoautotróficamente como 

fotoheterotróficamente, reduciendo compuestos inorgánicos u orgánicos, 

respectivamente, así como en condiciones aeróbicas por oxidación de sustratos 

(respiración) y por fermentación. En el crecimiento respiratorio, la membrana es plana, 

pero al inducir el crecimiento fotosintético, en anaerobiosis, se desarrollan 

invaginaciones de la membrana, denominadas cromatóforos, donde está el aparato 

fotofosforilante. La gran versatilidad metabólica de estas bacterias, aunada a otras 

características como la facilidad de cultivarlas, la obtención de membranas y la 

disponibilidad de mutantes, han permitido que estas bacterias hayan sido usadas como 

un excelente modelo para estudios en bioenergética (Pfenning y Trüper 1974). 

Estas bacterias son capaces de crecer en diversos ambientes, no solamente en cuerpos de 

agua, sino que también en sedimentos y humedales donde participan en los ciclos de 

carbono, nitrógeno y azufre (Imhoff & Truper, 1989; Madigan et al., 2002; Wang et al., 
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1993).  Las bacterias púrpura no sulfurosas pueden llevar a cabo fotosíntesis 

anoxigénica eficientemente gracias a la bacterioclorofila, además poseen pigmentos 

carotenoides los cuales imparten el color rojo, castaño o verde distintivo del grupo.  

También, este grupo se caracteriza por su morfología de bacilos y cocobacilos Gram-

negativo.  Las bacterias púrpura no sulfurosas han adquirido importancia en estudios 

recientes en la biotecnología y biorremediación debido a su versatilidad fisiológica en la 

utilización de diversas fuentes de carbono (Huang et al., 2001; McGrath & Harfoot, 

1997; Rajasekhar et al., 1998).  Se ha identificado una gran cantidad de especies de 

organismos que viven en estos ambientes; pero muy poco se conoce de las bacterias que 

ahí habitan, creando la posibilidad de encontrar nuevos géneros y especies de bacterias 

con aplicabilidad biotecnológica. 

2.4.2 Características generales de las Bacterias Fotosintéticas Púrpuras No 

Sulfurosas (BFPNS) 

   La importancia ecológica y biogeoquímica de las BFPNS ha sido reconocida por 

muchos científicos.  Estos organismos son excelentes fijadores de nitrógeno, 

contribuyendo a la productividad del ecosistema en que residen (Madigan, 1998; 

Pfening, 1989).  Estas bacterias también juegan un papel importante en los ciclos de 

carbono y azufre (Pfening, 1989).  En ecosistemas acuáticos, la oxidación de sulfuro a 

azufre o a sulfato es una actividad biogeoquímica de gran importancia; debido a esto, a 

este grupo comúnmente se le considera responsable de estas actividades en lagos 

estratificados (Pfening, 1989). 

   Las BFPNS muestran diferencias en su morfología y fisiología, lo que puede ser 

utilizado como una herramienta taxonómica para su identificación y caracterización 

(Oda et al., 2002).  La propiedad más importante de estas bacterias es la presencia de 

pigmentos fotosintéticos, con un espectro de absorción de luz entre un intervalo de 625 

y 1040 nm (Glaeser & Overmann, 1999).  En adición, las BFPNS poseen un aparato 

fotosintético que genera energía mediante un sistema dependiente de luz (Glaeser & 
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Overmann, 1999).  Generalmente la biosíntesis de los pigmentos y la activación del 

aparato fotosintético son suprimidos por oxigeno y regulados por la intensidad de luz 

(Imhoff & Caumette, 2004). 

 

 

 

 

 

 

Fig 3. Esquema general de la membrana de bacterias: en A Rba. sphaeroides creciendo anaeróbicamente 
con luz, y en B Rba. sphaeroides  con crecimiento semi-aeróbico en la oscuridad.  La barra corresponde a 

0.2µm, se muestran también gránulos de poli-β-hidroxibutirato (PHB),  las flechas señalan a los 
cromatóforos (Tomada de Remsen, 1978). 

 

   Las BFPNS son un grupo fisiológicamente versátil de bacterias que crecen en 

ambientes anaeróbicos en presencia de luz o aeróbica y anaeróbicamente en oscuridad 

con diferentes fuentes de carbono, donantes de electrones y fuentes de nitrógeno 

(Hougardy et al., 2000).  Todos los géneros de este grupo, al crecer bajo condiciones 

anaerobias en presencia de luz, son capaces de realizar la fotosíntesis de manera 

fotoautotrófica o fotoheterotróficamente (Pappas et al., 2004). Otra ventaja de este grupo 

microbiano es que puede crecer en condiciones microaeróbicas en oscuridad, como 

quimioheterótrofos o quimioautótrofos mediante respiración o fermentación (Van Niel, 

1941).    
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  Las bacterias BFPNS han sido utilizadas para procesos de tratamiento de aguas 

usadas, para la reducción de olor de lagunas de almacenaje de desperdicios vacunos y 

para la producción de biomasa (Glaeser & Overmann, 1999), hidrogeno molecular 

(Imhoff & Truper, 1989) y vitaminas (Imhoff & Caumette, 2004).  Este grupo bacteriano 

ha mostrado resistencia a metales pesados, dando a la célula la habilidad de crecer en 

presencia de metales raros en la tierra (Mehrabi et al., 2001). 

   Este grupo bacteriano ha demostrado, además, su capacidad de crecimiento en 

ambientes contaminados con compuestos halogenados, sugiriendo que posiblemente 

estas bacterias pueden removerlos de cuerpos de agua o sedimentos, lo que es un gran 

aporte para el área de la biotecnología ambiental (McGrath & Harfoot, 1997).  Miembros 

de este grupo poseen la capacidad de biorremediar lugares contaminados, ya que 

científicos han probado su potencial de degradación de compuestos herbicidas (Muller 

et al., 2001), hidrocarbonos de aceite mineral (Popp et al., 2006), latex (Kantachote et al., 

2005), nitrofenoles (Blasco & Castillo, 1992) fenol (Watanabe et al., 1998), diesel 

(Vrodljak et al., 2005), tolueno (Zengler et al., 1999), benceno (Fahy et al., 2006) y 

metales pesados peligrosos para la salud (tales como Co2+, Fe2+, y MoO42)  (Giotta et al., 

2006). 

   Algunas especies bacterianas de este grupo poseen la capacidad de producir 

hidrogeno gaseoso (el cual puede ser utilizado como combustible no contaminante) 

utilizando la energía más abundante en la naturaleza, la luz solar (Zurrer & Achofen, 

1979).  Esto ha despertado el interés del Departamento de Energía de los Estados 

Unidos, científicos y otras agencias que intentan buscar nuevas fuentes de energía 

alterna y renovable.  Recientemente, Franchi y colaboradores (2004) reportaron 

mediante mutaciones realizadas a Rhodobacter sphaeroides, un aumento en la producción 

de biohidrógeno combinado con desperdicios de comida.  También pueden servir como 

reductores de nitrato y ser útiles en la disimilación de compuestos aromáticos 

(Hougardy et al., 2000). 
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2.4.3 Características taxonómicas de las BFPNS 

 La distribución taxonómica de las BFPNS ha variado en gran medida en los últimos 

años, debido a descubrimientos de nuevas especies y a la redistribución de géneros.  Las 

herramientas moleculares han permitido que científicos puedan diferenciar 

genéticamente a grupos de BFPNS y han surgido nuevos géneros de esta manera.  Al 

momento de esta investigación han sido descritas alrededor de 60 especies de BFPNS.  

Estas se redistribuyen en cinco ordenes: Rhodospirillales, Rhodobacterales, Rhizobiales en 

las α-proteobacterias y Burkholderiales, Rhoodocyclales en las β-proteobacterias.  La 

mayoría de las bacterias de este grupo se encuentran en los ordenes Rhodospirillales 

(familia Rhodospirillaceae) y Rhodoobacterales (familia Rhodobacteraceae) (Imhoff & Truper, 

2005). 

   Hasta el año de 1989 solo se conocían seis géneros dentro del grupo de  BFPNS: 

Rhodobacter, Rhodopseudomonas, Rhodocyclus, Rhodoophila, Rhodomicrobium y 

Rhodospirillum.  Se reclasificaron varias especies bajo los géneros Phaeospirillum, 

Rhodovivrio y Rhoseospira (Imhoff et al., 1998).  Hiriaishi y colaboradores (1995) 

describieron por primera vez el género Rhodobium aislado de ambientes marinos de 

Japón.  Imhoff y colaboradores (1998) describieron por primera vez el género 

Roseospirillum fue aislado de un tapete microbiológico en Woods Hole, Massachussets.  

Milford y colaboradores (2000) describieron por primera vez el género Rhodobaca en el 

lago Bogoria, localizado en Kenya, Africa.  Hasta el momento, 21 géneros han sido 

descritos como miembros del grupo de las BFPNS y este número sigue en aumento. 

2.4.4 Género Rhodobium 

   El género Rhodobium es el único en la familia Rhodobiaceae.  Sus dos especies 

reportadas hasta el 2007 prefieren lugares salinos para vivir, tales como agua de mar, 

salinas y tapetes microbianos.  Son mesofílicas con intervalo de crecimiento de 2 a 8 % 

de NaCl.  (Imhoff & Truper, 2005). 



Caracterización Bioquímica de la PPasa de la BFPNS Rhodobium orientis 

 

 

18 

 

2.4.4.1 Características principales de Rhodobium orientis 

Rhodobium orientis es una bacteria fotosintética purpura no sulfurosa cuyas células son 

ovoides o bacilos de 7.0-0.9 µm  × 1.5-3.2 µm, móviles por medio de flagelos polares, 

subpolares o aleatoriamente distribuidos; se multiplican por gemación y división 

celular asimétrica. Hay presencia de membrana fotosintética interna en forma lamelar 

subyacente y paralela a la membrana citoplásmica.  El color de las células en suspensión 

con crecimiento fototrófico va del rosa salmón a rojo, mientras que los cultivos con 

crecimiento aeróbico o cultivos desnitrificados son ligeramente rosados o incoloros. La 

máxima absorbancia de las células vivas es a 377, 468, 500, 530, 591, 802 y 870 nm 

(Imhoff, et al., 2005).  

 

 

 

 

 

Fig 4.  Microfotografía de contraste de fase mostrando la morfología celular general de Rhodobium orientis 
(cepa MB 312). Barra = 10 µm. (Tomada de Imhoff et al., 2005.) 

Son Gram negativas pertenecientes a las α-proteobacteria.  Sus pigmentos fotosintéticos 

son bacterioclorofila α, y carotenoides de la serie de la espiroxantina. Habitan en 

cuerpos estancados de agua marina y ambientes marinos similares (Imhoff e Hiraishi, 

2005).  
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Fig 5.  Microfotografía electrónica de sección fina de Rhodobium orientis (cepa BM 312) mostrando 
membranas fotosintéticas internas del tipo lamelar (indicado por flecha). Barra = 0.5 µm. (Tomada de 
Hiraishi et al., 1995.) 

 

El crecimiento de estas bacterias se estimula considerablemente mediante la adición de 

extracto de levadura al 0.05%. Los factores de crecimiento requeridos son ácido ρ-

aminobenzoico y biotina. Bacteria marina mesofílica con crecimiento optimo a 30-35°C, 

pH 7.0-7.5 en presencia de 4-5% NaCl. No hay crecimiento en ausencia de NaCl (Imhoff 

e Hiraishi, 2005). 
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

   Los trabajos realizados acerca de la relación PPi-PPasa, así como de los cationes que 

actúan como cofactores en sus reacciones han sido de gran importancia para los avances 

en los estudios de bioenergética, sin embargo no se tiene muy claro cuáles son los 

mecanismos reguladores que dirigen la actividad tanto de la PPasa citoplásmica como 

de la PPasa membranal, por lo tanto se requiere de mucha más información para 

conocer y tratar de ubicar el papel de las PPasas en las bacterias fotosintéticas, por lo 

que, en este trabajo se analizarán las principales características bioquímicas de la 

enzima PPasa  particularmente de la bacteria fotosintética púrpura no sulfurosa 

Rhodobium orientis. 
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4. HIPÓTESIS  

Debido a que se ha encontrado que en bacterias fotosintéticas las PPasas citoplásmicas 

de familia I coexisten con las H+PPasas  y que esta relación no se presenta con las 

PPasas citoplásmicas de familia II, la hipótesis a probar es que dependiendo del tipo de 

PPasa citoplásmica que presente Rhodobium orientis se de la misma relación con respecto 

a las H+PPasas.  
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5. OBJETIVO GENERAL  

   Caracterizar las enzimas PPasas de la bacteria púrpura no sulfurosa Rhodobium orientis  

mediante un perfil bioquímico considerando la evaluación de su actividad específica de 

hidrólisis, requerimiento de cofactores, perfil de pH y peso molecular. 

 

5.1  OBJETIVOS PARTICULARES 

a. Extraer y purificar la enzima pirofosfatasa citoplásmica  de Rhodobium 

orientis utilizando técnicas convencionales de purificación de proteínas.  

 

b. Determinar el tipo de PPasa citoplásmica presente en la bacteria 

fotosintética Rhodobium orientis, mediante la evaluación de su actividad 

específica y su peso molecular.  

 

c. Dependiendo de la familia de la PPasa citoplásmica extraer la  H+PPasa a 

partir de cromatóforos de membrana y medir su actividad específica de 

hidrólisis.  
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6. MATERIAL Y MÉTODO 
6.1 Cultivo de Bacterias 

   En todos los experimentos se utilizó la cepa tipo No.11290 de la bacteria 

fotosintética Rhodobium orientis, obtenida de DSMZ (Deutsche Sammlung von 

Mikroorganismen und Zellkulturen) en 2008. 

6.1.1 Medio de Cultivo para Rhodobium orientis  

   Para el crecimiento de esta bacteria se prepararon dos clases de medio de 

cultivo:  

Medio líquido  

  Para crecer la bacteria se utilizó el medio 745: DSIC modificado de acuerdo a 

DSMZ 2008, para lo cual se requirió preparar las siguientes soluciones:  

KH2PO4 7.34 mM 

(NH4)2SO4 7.56 mM 

NaCl 860  mM 

MgCl2 x 6 H2O 98    mM 

CaCl2 x 2 H2O 0.34 mM 

Solución de elementos trasa SL-8 1.00 ml 

Extracto de levadura 1.00 g 

Na2S2O3.5 H2O 2.01 mM 

Agua destilada 1000.00 ml 

    

Solución de elementos trasa SL-8:    

Na2- EDTA 5.20 g   

FeCl2. 4 H2O 7,54 mM 

ZnCl2 0.51 mM 
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MnCl2.4 H2O  0.50 mM 

CoCl2.6 H2O 1.2   mM 

CuCl2.2 H2O  0.09 mM 

NiCl2.6 H2O  0.15 mM 

Na2MoSO4.2 H2O  0.14 mM 

H3BO3  1.0   mM 

Agua destilada  1000.00 ml 

Se ajustó a pH 6.8 con NaOH ó HCl  

   A éste medio se le burbujeó nitrógeno (UN1066 INFRA) por 10 minutos para 

desplazar todo el oxigeno posible y se  esterilizó en autoclave a 121°C por 20 

minutos. 

Medio sólido 

   El medio sólido se preparó agregando agar al 2% al medio líquido 745, se 

esterilizó en autoclave por 20 min a 120°C y 15 atm de presión, se colocó en 

cajas de Petri o en viales con tapa de rosca de 15 a 20 ml de capacidad. Una vez 

que el medio solidificó se incubó por 24 hrs a 36°C con la finalidad de 

corroborar ausencia de posibles contaminantes. 

6.1.2 Siembra de Rhodobium orientis 

   Las bacterias se sembraron en placa por el medio de dilución para obtener 

colonias únicas.  De ahí se tomó una de ellas y se sembró por punción en los 

viales con medio sólido. Se incubaron en la oscuridad por 12 hrs para permitir 

que el crecimiento aeróbico de estos organismos elimine parcialmente el O2 del 

medio. 

   Las bacterias sembradas se expusieron a la luz de focos con filamentos de 

tungsteno de 40W, colocadas a una distancia de 30 cm.  
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6.1.3 Curva de crecimiento 

 Para conocer la curva de crecimiento se tomaron 2 tubos conteniendo medio 

líquido y 1.3 ml de cultivo líquido, proporción 1:10 (v / v), se usó  un 

fotocolorímetro Klett-Summerson y se tomaron las unidades Klett (UK).  De 

acuerdo a éstas unidades con respecto al tiempo se siguió inoculando 1:10 (v/ 

v), primero en matraz Erlenmayer de 125 ml, después en botellas de 1 l y 

posteriormente en botellas de 9 l; cerrándolos con tapones de hule herméticos 

dejando la mínima cantidad de aire dentro, también se dejaron en la oscuridad 

por 12 horas y después expuestos a la luz de focos con filamentos de tungsteno 

de 40W, colocadas a una distancia de 30 cm. 

6.1.4 Cosecha 

Las bacterias cultivadas,  una vez que se encontraron en la fase de crecimiento 

logarítmica tardía se cosecharon centrifugándolas a 14 340x g durante 15 

minutos en una centrifuga Sorvall RC-5B. 

Una vez formada la pastilla, las bacterias se lavaron con MOPS 50mM, KCl 50 

mM pH 7.0 para eliminar por completo los residuos del medio y se 

centrifugaron a 14 340x g por 15 min en una centífuga Sorvall RC-5B.  Las 

pastillas se pesaron restando el peso de la botella y esto se consideró como peso 

húmedo.  Se almacenaron a -70°C en un ultracongelador REVCO. 

6.2 PIROFOSFATASA MEMBRANAL (H+PPasa)  

6.2.1 Obtención de cromatóforos (H+PPasa) 

Para la obtención de cromatóforos se siguió el método descrito por Baccarini-

Melandri et al, en 1978, bajo algunas modificaciones:  

Las bacterias se resuspendieron en buffer de glicil-glicina 200 mM pH 7.4 en 

una proporción 1:6 (bacterias: buffer), se agregó 1 mg de DNAsa por cada 100g 

de peso húmedo de bacterias y MgCl2 1mM con la finalidad de romper el DNA 

liberado. 
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Para romper las células se sonicaron en lotes de 25 ml en un sonicador Branson 

(sonifier 250) a máxima potencia por 3 ciclos de 2.5 min por 1 min de descanso y 

enfriando con baño de agua y hielo a 4°C. 

La muestra una vez sonicada,  se centrifugó a 35 850x g durante 20 min a 4°C en 

una centrífuga Sorvall RC-5B con la finalidad de eliminar la pared celular, 

células sin romper y cápsulas, manteniendo en el sobrenadante los 

cromatóforos y las proteínas citoplásmicas. 

El sobrenadante (cromatóforos y proteínas citoplásmicas) se centrifugó a 242 

000x g durante 80 min a 4°C en una ultracentrífuga Beckman XL-90 para 

sedimentar los cromatóforos.  La pastilla de cromatóforos se resuspendió en 

glicil-glicina 200mM, EDTA 5 mM y EGTA 5 mM a pH 7.4 y se centrifugó una 

vez mas a 242 000x g durante 80 min a 4°C con el objeto de eliminar todos los 

cationes divalentes de la preparación. 

Se resuspendieron los cromatóforos en buffer glicil-glicina 200 mM pH 7.4 y se 

centrifugó a 242 000x g durante 80 min a 4°C, esto con la finalidad de eliminar el 

EDTA. 

Se decantó y la pastilla resultante se resuspendió en gligil-glicina 50 mM pH 7.4 

en una proporción de 2 ml de buffer por 1 g de bacterias los cuales pueden ser 

almacenados por no más de tres días después de los cuales la enzima pierde su 

actividad hidrolítica. 

6.3 PIROFOSFATASA CITOPLASMICA 

6.3.1 Purificación 

Para la purificación parcial de PPasa citoplásmica de Familia I y Familia II se 

sigue el método reportado por Celis y colaboradores en 2003. 
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6.3.2 Purificación Parcial de PPasa citoplásmica como Familia I   . 

Las bacterias (peso húmedo) se resuspendieron una proporción 1:3 (p / v) de 

buffer B (50 mM Tris-HCL pH 8.6, 5 mM MgCl2, 0.4 mM ZnSO4)  y  DNAsa (1 

mg por cada 100 g de bacterias).  El homogeneizado se sónicó en lotes de 20 mL 

por cinco ciclos de 2.5 min por 1min de descanso en un sonicador Branson 

(sonifier 250) a máxima potencia y enfriando con baño de agua y hielo a 4º C.  

El sonicado se centrifugó 242 000x g a 4°C durante 80 min en una 

ultracentrífuga Beckman XL-90.  El pH del sobrenadante se ajustó a 8.6 con 

HCL, se tomó una alícuota de 2 ml correspondiente al extracto crudo.  El resto 

se dividió en alícuotas de 15 ml y se calentó a 60º C por 5 min.  El extracto 

calentado se centrifugó a 35 850x g durante 20 min en una centrífuga Sorvall 

RC-5B y se tomó una muestra de 1 ml.  El volumen restante se midió para hacer 

los cortes con sulfato de amonio: 0-40%, 40-50% y 60-65% (las cantidades se 

toman de la matriz para la precipitación de proteínas con sulfato de amonio 

reportada por Harris en 1989), agregando lentamente.  Entre cada saturación se 

centrifugó a 35 850x g durante 20 min.  La pastilla de la última fracción se 

resuspendío en 3 ml del siguiente buffer: Tris-HCl 20 mM pH 8.6, 5 mM de 

MgCl2, 0.1 mM de ZnSO4 y 2 mM 2-Mercaptoetanol, se dializó en una 

membrana YM30 toda la noche contra 3000 ml del mismo buffer. El extracto 

dializado se guardó a -70°C. 

6.3.3 Purificación Parcial de PPasa citoplásmica como Familia II  

Las bacterias (peso húmedo) se resuspendieron en una proporción 1:3 (p / v) de 

buffer B (50mM Tris-HCL pH8.6, 5 mM MgCl2, 0.4 mM CoSO4)  y  DNAsa (1mg 

por cada 100 g de bacterias). 

El homogeneizado se sonicó en lotes de 20 mL  por cinco ciclos de 2.5 min por 

1min de descanso en un sonicador Branson (sonifier 250) a máxima potencia y 

enfriando con baño de agua y hielo a 4 C.   



Caracterización Bioquímica de la PPasa de la BFPNS Rhodobium orientis  

 

 

28 

 

El sonicado se centrifugó a 242 000x g a 4°C durante 80 min en una 

ultracentrífuga Beckman XL-90. El pH del sobrenadante se ajustó a 8.6, se tomó 

una alícuota de 2 ml correspondiente al extracto crudo, el volumen restante se 

midió para hacer los cortes con sulfato de amonio: 0-60% y 60-80%, agregando 

lentamente.  Entre cada saturación se centrifugó a 35 850x g durante 20 minutos  

a 4°C en una centrífuga Sorvall RC-5B.  La pastilla de la ultima fracción se 

resuspendió en 3 ml del siguiente buffer: Tris-HCl 20 mM pH 8.6, 5 mM de 

MgCl2 y 0.1 mM de CoSO4 y se dializó toda la noche contra 3000 ml del mismo 

buffer. El extracto dializado se guardó a -70°C. 

6.4    Determinación de proteína. 

La cantidad de proteína se cuantificó por los métodos de Lowry et al. (1951), 

utilizando como estándar albúmina de suero bovino (ASB).  Para ello, 20 y 40 µl 

de la enzima se diluyeron con agua desionizada a una proporción 1:10 y se leyó 

la absorbancia a una longitud de onda de 560 nm en un espectrofotómetro 

LUCY 1 de Anthos Laboratory Instruments.   

Preparación de disoluciones 

A.      CuSO4 • 5 H2O  al   1% 

B.       Tartrato de sodio-potasio  ( KNaC
4
H
4
O
6
•  4 H

2
O)    al   2% 

     50 ml solución D 

C.      0.5 ml sol A 

     0.5 ml sol B 

D.       Carbonato de sodio   (NaCO3)  al   2% 

E.        Reactivo de Folin : H2O desionizada    1 : 1 

F.        Albumina de suero bovino  (ASB)   1 mg/ml 

Método 

1. Agregar  20, 40, 60, 80, 100 µl de ASB  1 mg/ml 

2. Aforar a 0.4 ml con H2O desionizada 

3. Agregar a cada tubo 2.5 ml de sol C 

4. Agitar y esperar 10 min 
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5. Agregar a cada tubo 250µl de Folin – H2O   1 : 1 

6. Agitar y esperar 30 min  

7. Leer absorbancia  en espectrofotómetro a 560 nm 

 

 

 

 

 

6.5 Determinación de actividad específica cromatóforos (H+PPasa)  

   La actividad hidrolítica se cuantificó como la liberación de Pi a partir de PPi a 

30°C en la oscuridad (en un cuarto iluminado con luz verde de seguridad, 

según Schiff, 1972).  El medio de reacción contenía Tris-Maleato 50mM pH 6.5, 

NaPPi 2mM pH 6.5; en algunos casos también se utilizaron cationes divalentes 

(MgCl2 ó MnCl2 ó CoCl2 ó ZnCl2 ó CaCl2) en una concentración de 3mM, 

considerando como controles a los ensayos con proteína sin catión. 

   La reacción se inició al agregar alrededor de 0.5 mg de proteína en 

cromatóforos, se incubó por 10 minutos  y se detuvo agregando ácido 

tricloroacético al 6%.  El fosfato libre se cuantificó de acuerdo al método 

reportado por Sumner en 1944, midiendo la absorbancia a 660 nm.  La actividad 

específica es reportada en µmoles Pi min-1mg de proteina-1.  La concentración de 

proteína se determinó por el método de Lowry et al. (1951). 

6.6 Determinación de la actividad específica PPasa citoplásmica Fam I y II  

   La actividad hidrolítica o actividad de la pirofosfatasa citoplásmica, se 

cuantificó como la liberación de de Pi a partir de PPi a 37°C, en presencia de 

cationes divalentes (MgCl2 ó MnCl2 ó CoCl2 ó ZnCl2 ó CaCl2).  El medio de 

ml de solución  por tubo 

ASB mg/ml 0 20 40 60 80 100 

H2O 

desionizada 400 380 360 340 320 300 

Sol C 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 
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reacción en general contienía: Tris-Maleico 50 mM pH 8.6 y  NaPPi 0.5 mM, 

considerando como controles los ensayos con proteína sin catión. 

   La reacción se inició al añadir 20 µl (35 µg) de la PPasa citoplásmica purificada 

parcialmente, el medio se incubó a 37 °C durante 10 minutos y la reacción se 

detuvo al añadir ácido tricloroacético (TCA) a una concentración final de 6%.  

Se cuantificó el Pi presente en el sobrenadante mediante el método de Sumner 

en 1944, el cual se fundamenta en la formación de un complejo fosfomolibdico 

de color amarillo que al inducir un reductor ELON (p-metilaminofenol sulfato + 

bisulfito de sodio) se torna azul y se forma el complejo fosfomolibdato de 

amonio.  Se midió con un lector de ELISA la concentración de fosforo presente.  

La actividad específica se refiere como µmoles Pi min-1 mg de proteina-1. 

6.7 Columna cromatográfica de exclusión molecular 

   Se empacó una columna de 100 mm3 con sephacryl S-200 HR y se agregaron 

300 ml de buffer Tris-HCl 20 mM pH 8.5 + 0.1 mM ZnCl2, esto con el fin de 

equilibrar el pH de la columna y eliminar posibles contaminantes.  

Posteriormente la columna se cargó con azul dextran con peso de 2000 kD y se 

deja eluyendo para determinar el volumen de elución ó V0 (espacio vacío entre 

esferas de sephacryl). 

6.7.1  Calibración de la columna 

   Se realizó la curva de calibración de la columna, se escogieron 3 proteínas de 

peso molecular conocido [Citocromo c (12 kDa), ASB (66 kDa) y β-amilasa (200 

kDa)], cuya concentración era de 2 mg/ml.  La determinación de proteína se 

hizo por el método cualitativo leyendo la absorbancia del citocromo c  y  la β-

amilasa  a 400 nm, del ASB a 280 nm con ello se determinó la fracción que 

presentaba la máxima densidad óptica y se graficó contra el logaritmo del peso 

molecular para obtener la ecuación de la recta. 
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Para este método se colocó un mililitro de la muestra en una celda de cuarzo de  

1 cm3 y se midió la absorbancia en un espectrofotómetro Beckman DU 650.  Las 

longitudes de onda a que absorben las diferentes proteínas y por ende a las que 

se leen, se especifican en cada una de las secciones donde se utiliza este método 

(Harris, 1989). 

6.7.2  Carga de la columna 

   La muestra ya dializada se cargó en  la columna que se equilibró con buffer 20 

mM Tris-HCl pH 8.6, 0.1 mM ZnCl2, para colectar 80 fracciones de 3 ml (50 

gotas aprox.) cada una mediante un colector de fracciones Gilson.  Se determinó 

la proteína de manera cualitativa midiendo la absorbancia a 280 nm.  Con el 

volumen de elución se determinó su peso molecular.  Las fracciones que 

presentaron proteína se les determinó la  actividad hidrolítica de la PPasa 

citoplásmica, se graficó y se decidió  juntar las fracciones de mayor actividad, 

posteriormente, se concentró con una membrana CENTRICON  YM30 y se 

determinó su concentración por el método de Lowry et al. (1951). 

6.8    Geles de poliacrilamida (PAGE)  

Se prepararon geles de poliacrilamida (PAGE) con un porcentaje de 10 para el 

gel  separador y 4 para el gel concentrador de acuerdo al cuadro “1”: 

Cuadro 1. Geles de poliacrilamida 

Reactivo Gel separador 10% Gel concentrador 4% 

Agua 4 816 µl 2 825 µl 

Acrilamida-Bisacrilamida 30% 3 330 µl 666 µl 

Buffer resolvedor 1 250 µl ------- 

Buffer concentrador ------- 1 250  µl 

Persulfato de amonio 1.5% 500  µl 250  µl 

TEMED 10  µl 5  µl 

SDS* 100 µl 50 µl 

 
El porcentaje de agua se agregó en función de si el gel es nativo o en condiciones 
desnaturalizantes  
y es ajustado al 100% 

*solo se agrega a geles en condiciones desnaturalizantes 
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6.8.1 Determinación de actividad hidrolítica en gel  

Para determinar la actividad hidrolítica en gel (zimograma) se realizó PAGE de 

la muestra de PPasa. Al gel, en condiciones nativas, no desnaturalizantes, se 

agregó aproximadamente 0.25 µg de proteína mas 15 µl de mezcla de digestión 

(0.125 M Tris-HCl pH 6.8, 20% glicerol, 10% 2-mercaptoetanol, 0.004% azul 

bromofenol).  Se corrió a 20 mA el gel concentrador y a 40 mA el gel separador  

a  4 ºC con buffer de electroforesis (0.025 M Tris, 0.192 M de glicina, pH 8.3). 

  Para medir la actividad hidrolítica en el gel se prepararon las disoluciones 

indicadas en el Cuadro 2. 

 

 El gel se pasó a la solución I que es la solución de lavado y se mantuvo con 

agitación durante 15 min.  Una vez que transcurrido el tiempo, el gel se pasó a 

la solución II (medio de reacción) y se mantuvo en baño de agua a 37ºC durante 

15 min e inmediatamente después del tiempo de reacción se lavó con solución 

I.  Por último se reveló el gel con solución III en baño de agua a 45ºC hasta que 

se observaron las bandas azules de actividad.  Fue medido el frente del gel (se 

tomó la distancia recorrida por el azul de bromofenol) y la distancia recorrida 

por la enzima, con lo cual se determinó  el Rf, que es específico para la enzima.  

Los cálculos se hicieron bajo la siguiente relación:  

 

 

 

Solución I Solución II Solución III 

Tris-HCl 20 mM pH 8.6 Tris-HCl 50 mM pH 8.6 

10% Molibdato-H2SO4 

[5% de  (NH4)6 Mo7 O24* 4H2O; 

40% H2SO4 10N] 

 MgCl2 5 mM 90% H2SO4 0.5 M 

 NaPPi 3 mM Ac. Ascórbico 1.5 % 

Cuadro “2”. Disoluciones para realizar actividad en gel 
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Después el gel se tiñó con colorante  Azul de Coomassie (Sung-Jong e Ishikawa 

2005), para verificar de manera cualitativa el grado de purificación y ubicar la 

proteína en el gel. 

6.8.2 SDS-PAGE  

Para conocer el peso molecular y de cuántas unidades está formada la enzima, 

se realizó un gel en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) de segunda 

dimensión  (al buffer de corrida de geles en condiciones desnaturalizantes 

también se le agregó 1% SDS pH 8.3), utilizando marcadores de peso molecular 

como estándar y la sPPasa purificada de la columna de exclusión molecular. 

Posteriormente, se tiñó con colorante  Azul de Coomassie.  

La movilidad electroforética relativa (Rf) es inversamente proporcional al 

logaritmo del PM. Trazando un gráfico con los estándares de PM conocido 

(Cuadro 3), se obtuvo una ecuación de referencia en la cual se pudo interpolar 

la muestra de PM desconocido (García, 2000). 

 

 

 

 

 

 

Todos los experimentos se realizaron por lo menos 3 veces  y los resultados se 

obtuvieron como la media de los datos (Escobedo, 1998; Richter y Schafer, 

1992). Los reactivos fueron de grado químico y se obtuvieron de proveedores 

comerciales. 

Cuadro 3. Marcadores de peso molecular (SIGMA) 

Marcador  

Peso molecular 

kDa 

α-lactalbumina  14.2 

Anhidrasa carbónica (eritrocito bovino)  29.0 

Albumina de huevo  45.0 

Albumina suero de bovino 

Monómero 

Dímero 

66.0 

132.0 
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7. RESULTADOS 

7.1  Curva de crecimiento 

   De acuerdo a la curva de crecimiento obtenida para Rhodobium. orientis 

(Grafica 1.) se fijo un tiempo de 8 días (193 hrs) para la cosecha de las bacterias, 

ya que es hasta este tiempo cuando se alcanza la fase logarítmica tardía 

utilizando el medio de cultivo 745 DSIC con una concentración de 5% de NaCl. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Grafica 1.  Curva de crecimiento de Rhodobium orientis, medio 745 DSIC, con 5% NaCl 

7.2  Espectro y Tinción de Gram 

El espectro obtenido del cultivo de bacterias diluido 1:10 con agua desionizada 

muestra una correlación con varios de los picos reportados en la bibliografía 

(Imhoff et al, 2005) (Fig. 6), el pico que no aparece en el grafico es debido a que el 

espectro estaba sólo con luz visible, el otro pico de 468 corresponde a la 

bacterioclorofila a y su ausencia se debe muy posiblemente a la diferencia de 

medios utilizados entre los métodos (cromatóforos) y el utilizado en nuestro 

laboratorio (bacterias vivas).  La concordancia entre los picos reportados y los 

leídos por el espectrofotómetro son suficientes para realizar la comparación y 
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Fig 6.  Comparación de los puntos en el espectro de absorción reportados (Imhoff, 2005) y 
observados experimentalmente en la cepa empleada, en nm. 

deducir que efectivamente se trataba de la bacteria Rhodobium orientis y no estaba 

contaminada con otras especies de bacterias fotosintéticas. 

Con la tinción de Gram se descartó la contaminación por hongos y otras especies 

bacterianas.  En ambos casos se confirmó que el cultivo se encontraba libre de 

contaminantes.  

 

 

 

 

7.3  PPasa membranal 

Para los ensayos de la medición de la actividad hidrolítica de la H+PPasa se 

utilizó el extracto de cromatóforos de Rhodobium orientis bajo las condiciones 

descritas en el método en los cuales  se encontró una considerable actividad 

hidrolítica.  En el cuadro ”4”. se presentan los resultados obtenidos de actividad 

hidrolítica de la H+PPasa de cuatro bacterias fotosintéticas púrpura no 

sulfurosas incluyendo Rhodobium orientis, bajo las mismas condiciones de 

purificación y medio de reacción.  



Caracterización Bioquímica de la PPasa de la BFPNS Rhodobium orientis  

 

 

36 

Cuadro 4.  Actividad Especifica de la H+PPasa  

Rsp. rubrum Rba. sphaeroides Rhv. sodomensis Rbi. orientis 

AE* 0.10 0.00 0.00 0.08 

* µmol Pi (min mg de proteína)-1  

      

         7.4  Caracterización de la PPasa citoplásmica 

7.4.1  Determinación de Familia de la PPasa citoplásmica de 

Rhodobium orientis  

   Para la determinación de la familia de la PPasa citoplásmica de Rhodobium  

orientis se realizó la purificación parcial por ambos métodos, el propuesto para 

familia I y el método propuesto para la familia II, después se midió la actividad 

hidrolítica de ambas enzimas utilizando diferentes cationes divalentes, lo cual 

revelo que únicamente la enzima purificada parcialmente por el método 

propuesto para familia I muestra actividad hidrolítica 5.741 µmol Pi (min mg 

proteína)-1 (Grafica 2), siendo esta actividad similar a las descritas para otras 

PPasas citoplásmicas de familia I de otras bacterias fotosintéticas púrpura no 

sulfurosas. 

 

 

 

 

 

Gráfica 2.  Comparación de la actividad hidrolítica especifíca de la PPasa citoplásmica de Rbi. 
orientis purificada parcialmente como FI y como FII. El medio de reacción fue 50 mM de Tris-
HCl pH 8.6; 2mM NaPPi, 3 mM  de cationes divalentes (Mg2+,  Mn2+, Zn 2+, Co2+ o Ca2+) y 35 µg 
de proteína. El tiempo de incubación fue de 10 min a 37°C. 
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7.4.2  Zimograma 

   Para comprobar los resultados obtenidos por medio de la medición de la 

actividad hidrolítica por el método de Sumner se realizó un zimograma el cual 

mostró que solamente se marcaban las bandas de la actividad hidrolítica 

cuando la enzima era purificada como familia I.  En este gel también se 

incluyeron también extractos dializados de la sPPasa de Rhodospirillum rubrum 

[prototipo FI (Romero et al., 2003)] y de Rhodobacter sphaeroides [prototipo FII 

(Celis et al., 2003)] como referencia de los dos tipos de PPasa citoplásmica 

descritos en bacterias fotosintéticas púrpura no sulfurosas.  Los extractos de 

Rhodobium orientis corrieron con un Rf intermedio al de Rhodospirillum Rubrum y 

Rhodobacter Sphaeroides   (Fig 7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 7.  Zimograma de los extractos dializados de la sPPasa de Rbi. orientis purificada como FI y 
como FII. 

   Se realizaron ensayos preliminares donde la sPPasa de Rhodospirillum rubrum 

se purificó bajo las condiciones para la Familia II y Rhodobacter sphaeroides como 

FI para tomar de referencia la selectividad de estos dos métodos para cada 

familia. 
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7.4.3  Perfil de pH. 

   La PPasa citoplásmica de Rhodobium. orientis cataliza la  hidrólisis del 

complejo Mg-PPi2- sobre un amplio intervalo de pH.  Por medio de un análisis 

grafico se encontró que el pH óptimo de  la enzima tiene un valor de 9.0.  Con 

otros complejos Me-PPi2-, la actividad hidrolítica disminuye por abajo del  20% 

de la actividad registrada con el complejo Mg-PPi2- (Gráfica 3). 

 

Gráfica 3.  Perfil de pH de la PPasa citoplásmica de Rhodobium orientis. El medio de reacción fue 
50 mM de Tris-HCl ( pH 7-9) , Gly- Gly ( pH 9.5-10), respectivamente; 2mM NaPPi, 3mM Me2+  
y 35 µg de proteína. El tiempo de incubación fue de 10 min a 37°C. 
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7.4.4  Termoestabilidad y temperatura de activación  

Al preincubar la muestra durante 10 minutos a las temperaturas 

correspondientes se muestra una baja termoestabilidad con el complejo Mg-

PPi2-, que al incrementar la temperatura, pierde su estabilidad disminuyendo 

así su actividad hidrolítica.  Los ensayos se realizaron en un intervalo de 

temperatura entre 25 y 75 °C. 

  

 

 

 

 

 

 

Gráfica 4. Termoestabilidad de la sPPasa de Rhodobium orientis, preincubada durante 10 min a 
las temperaturas correspondientes (25, 35, 45, 55, 65, 75 °C).  Después se midió la actividad, el 
medio de reacción fue 50 mM de Tris-HCl  pH 8.6, 2 mM NaPPi pH 8.6, 3 mM  MgCl2  ó MnCl2 
ó CoCl2  y 35 µg de proteína.  El tiempo de incubación fue de 10 min a 37°C. 

 

 

 

 

 

 

Gráfica 5. Temperatura de activación la PPasa citoplásmica de Rhodobium orientis.  El medio de 
reacción fué 50 mM de Tris-HCl  pH 8.6, 2 mM NaPPi pH 8.6, 3 mM  MgCl2  ó MnCl2 ó CoCl2  y 
35 µg de proteína. El tiempo de incubación fue de 10 min. a 25, 35, 45, 55, 65 y 75°C, 
respectivamente. El 100% de la actividad se tomó a 37°C. 
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7.4.5  Especificidad de sustrato 

   La sPPasa de Rhodobium orientis muestra ser especifica únicamente para el 

sustrato verdadero MgP2O72- y no presenta actividad hidrolítica con los 

complejos Mg2+ con ρ-nitrofenilfosfato, acido fosfoenolpiruvico ó ADP; el Pi no 

se libera significativamente con ATP (Cuadro 5).  No hay inhibición de la 

actividad hidrolítica de la sPPasa frente a la adición de molibdato de sodio 

(10mM) (ensayos preliminares) con lo cual se elimina la posibilidad de la 

presencia de una fosfatasa inespecífica en la preparación de la enzima (Weil-

Malherbe y Green 1951; Oliva et al., 2000).  Los complejos de los diferentes 

sustratos utilizados en el ensayo y los otros cationes divalentes (Mn2+, Zn2+, 

Co2+, Ca2+) no participan en la función catalítica de la sPPasa, por lo cual no se 

registra actividad significativa. 

 

El medio de reacción fue 50 mM de Tris-HCl  pH 8.6, 2 mM  de sustrato pH 8.6, 3 mM  de catión 
(MgCl2, MnCl2, ZnCl2, CoCl2 o CaCl2)  y 35 µg de proteína. El tiempo de incubación fue de 10 
min a 37 °C. 

 

 

Cuadro 5.  A. Especifica y porcentaje de actividad de la PPasa citoplásmica de  Rhodobium 
orientis frente a diferentes complejos Mg2+ - sustrato 

Nombre sustrato Formula A.E. Sustrato-Mg % A.E. 

Pirofosfato tetrasódico   Na4P2O7 5,741 ± 0.059 100 

ρ-nitrofenil fosfato   C14H28N3O12P 0 0 

Acido (fosfoenol) piruvico   C3H2Na3O6P 0 0 

ATP adenosin 5'-trifosfato   C10H14N5O13P3Na2 0.1 ±  0.01 1.6 

ADP adenosin 5'-difosfato   C10H15N5O10P2 0 0 
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7.4.6  Efecto de la concentración de diferentes cationes divalentes sobre 

la actividad hidrolítica de la PPasa citoplásmica de Rhodobium 

orientis 

   La sPPasa de Rhodobium orientis es dependiente de cationes divalentes como 

cofactores para realizar su actividad hidrolítica, responde  sensiblemente a 

cambios en la concentración de los cationes en la mezcla de reacción, mostrando 

su más alta actividad en presencia de Mg2+; otros cationes 

(Mn2+>Zn2+>Co2+>Ca2+) pueden reemplazar débilmente al Mg2+, pero su 

efectividad se encuentra por debajo del 10% y en un intervalo de 2-6 mM.  El 

Ca2+ no activa a la enzima para su función catalítica. 

   La dependencia de cationes (cofactores) de la sPPasa de Rhodobium orientis, en 

todos los casos la relación [Me2+] / [PPi] debe de ser igual o mayor a 1 para que 

se observe actividad hidrolítica (Grafica 6). 

 

Gráfica 6. Efecto del MgCl2 y otros cationes divalentes, MnCl2  ó CoCl2 ó ZnCl2 ó CaCl2, sobre 
de la PPasa citoplásmica de Rhodobium orientis. El medio de reacción fue 50 mM de Tris-HCl pH 
8.6; 2mM NaPPi, 1-8 mM  de catión y 35 µg de proteína. El tiempo de incubación fue de 10 min 
a 37°C. (A) Actividad sin catión. 
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7.4.7  Efecto del NaF sobre la actividad hidrolítica 

   El fluoruro es el inhibidor clásico de las pirofosfatasas citoplásmicas de 

familia I así como de las pirofosfatasas membranales, no inhibe la PPasas 

citoplásmicas de familia II.  La inhibición del NaF (10mM) sobre la sPPasa de 

Rhodobium orientis se expresa en una reducción del 100% de la actividad 

hidrolítica en “presencia” del sustrato Mg-PPi2-. 

 En este cuadro se muestran datos de los efectos inhibitorios del NaF sobre 

algunas bacterias fotosintéticas púrpura no sulfurosas representativas de ambas 

familias I y II respectivamente y de bacterias fotosintéticas púrpura no 

sulfurosas de carácter halófilo (cuadro 6). 

 

    

 

Cuadro 6. Efecto NaF sobre la actividad hidrolítica de la sPPasa de diferentes especies 
de       bacterias 

Bacteria % inhibición NaF 

Rsp. rubrum 100 

Rps. palustris 70 

Rdp. globiformis 90 

Rba. sphaeroides 0 

Rba. capsulatus 0 

Rbv. sulfidophilum 0 

Rbi.orientis e 100 

Rhv. salinarum 100 

Rhv. sodomensis e 98 

Tomado de Escobedo et al., 2005.  e Datos experimentales. En rosa bacterias con sPPasa 
FI, en naranja bacterias con sPPasa de FII y en azul bacterias halófilas.  
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7.4.8  Constante de Michaelis-Menten y velocidad máxima 

   El modelo cinético de la sPPasa purificada parcialmente (extracto dializado FI) 

de Rhodobium orientis parece comportarse de acuerdo a la ecuación de 

Michaelis-Menten (Grafica 7), por lo que se utilizó la ecuación del doble 

reciproco (Linewaever-Burke)(Klemme y Gest, 1971; Segel, 1975; Lyndal, 1997) 

para calcular la velocidad máxima (Vmax) y la constante de Michaleis (Km).  

Cuando MgCl2 / PPi = 1, se obtuvieron los valores de 0.316 mM para Km y una 

Vmax de 5.034 µmol Pi min-1mg proteína-1. 

 

Gráfica 7. Estimación de la constante de Michaelis y la velocidad máxima de la enzima sPPasa 
de Rhodobium orientis. El medio de reacción fue: 50mM de Tris-HCl pH 8.6, concentraciones 
equimoleculares de NaPPi y de MgCl2. La reacción se inició al añadir 35 µg de proteína, se 
incubó a 37° C por 2 min y se paró al agregar TCA al 6%. 
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7.4.9  Peso molecular 

  De acuerdo a la columna de Sephacryl S-200 HR (Grafica 8) se determino un 

peso molecular para la sPPasa de Rhodobium orientis de aproximadamente 137 

kDa. (Cuadro 7) 

Grafica 8. Curva estándar de calibración de la columna de Sephacryl S-200 

 

 

 

 

 

 

 

 

STD PM log PM 

Citocromo C 12.5 1.0969 

BSA 60 1.778 

β-amilasa 200 2.301 

PPasa citoplásmica  Rhodobium 

orientis 137.11 2.14 

Cuadro 7. Cuadro de peso molecular de los 
estándar empleados y el de sPPasa de  
Rhodobium orientis 
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7.4.10  SDS-PAGE 

   Por medio de los resultados preliminares del gel de electroforesis de segunda 

dimensión en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) se dedujo que la 

sPPasa de Rhodobium orientis es un tetrámero formado por dos homodímeros, 

dos de 49 y dos de 23 kDa cada una (respectivamente) (Fig 8). 

 

Fig 8   . SDS-PAGE donde se muestran las bandas de los marcadores utilizados   (izquierda) y 
las bandas de la sPPasa de Rhodobium orientis (derecha). 
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7.5  Resumen comparativo de algunas propiedades de la PPasa 

citoplásmica de Rhodobium orientis y de otras bacterias fotosintéticas 

púrpura no sulfurosas 

   El comportamiento de la sPPasa citoplásmica de Rhodobium orientis presenta 

características similares a las reportadas para bacterias fotosintéticas púrpura 

no sulfurosas de familia I, en el cuadro 8, se muestra un resumen de algunas de 

las características comparativas entre las PPasas de diferentes especies de 

BFPNS de la familia Rhodospirilleceae. 

 

 

Cuadro 8.  Resumen de características bioquímicas de la sPPasa de algunas 
bacterias de la familia Rhodospirilleceae 

Bacteria H+PPasa 
PPasa Cit. PM Características de las PPasas Citoplásmicas 

F I F II kDa AE* s/catión AE* Mg AE* Mn % I** NaF 

Rsp. rubrum Si Si No 120 0 1.32 0 100 

Rsp. fulvum Si Si No 
 

0 0.15 0.05 97 

Rmi. vannielli Si Si No 
 

0 4.9 0.4 100 

Rps. palustris Si Si No 100 0.01 0.92 0.11 70 

Rps. gelatinosa Si Si No 
 

0.07 0.13 0.07 55 

Rps. viridis Si Si No 
 

0 2.38 0.42 100 

Rps. globiformis Si Si No 
 

0 2 0.64 90 

Rba. sphaeroides No No Si 64 1.2 1.2 0.84 0 

Rba. capsulatus No No Si 
 

2.6 10.35 9.26 0 

Rba. sulfhidophilus No No Si 
 

2.1 15.9 1.8 0 

Rbi. orientis  e  Si Si No 137 0 5.74 0.211 100 

Rhv. salinarum No Si Si 
 

0.03 7.4 1.02 100 

Rhv. sodomensis e No Si 
 151 

0.07 4.64 0.71 
100 

      Si 0.01 5.34 1.12 

*AE en µmoles de Pi (min mg proteína)-1. Tomado de Escobedo et al., 2005.    **I =inhibicion 
 e Datos experimentales.  

En fondo azul se presentan los datos de bacterias halófilas. 
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8. Discusión 

Las PPasas inorgánicas citoplásmicas catalizan la hidrolisis de PPi, un producto 

de numerosas reacciones importantes que incluyen la polimeración de acido 

nucleíco, síntesis de coenzimas y la activación de aminoácidos y grasas.  Por 

medio de la hidrólisis del PPi, la enzima cambia en su totalidad el equilibrio a 

favor de la síntesis y así juega un rol vital en la célula. 

   La PPasa proporciona el modelo de reacción más simple para los estudios de 

la energía de transducción a nivel de la formación del enlace fosfoanhídrido así 

como de su ruptura y los datos derivados son útiles para el entendimiento de la 

síntesis tanto del PPi como del ATP. 

   En este trabajo se ha encontrado que en la bacteria Rhodobium orientis, la 

mayoría de la actividad de la PPasa se localiza en el citosol y se presenta la 

primera purificación y caracterización de esta PPasa citoplásmica.  Las 

propiedades de la PPasa citoplásmica purificada parcialmente de Rhodobium 

orientis son similares a las de otras sPPasas. 

   Las PPasas eucariotas tienen una estructura homodimérica con subunidades 

de aproximadamente 30 kDa (Cohen et al. 1978; Hachimori et al. 1983).  Las 

PPasas de bacterias (Wong et al. 1970) y de arqueas (Verhoeven et al. 1986; 

Richter y Shäffer 1992) forman complejos hexaméricos o tetraméricos con 

unidades simples (individuales) de aproximadamente 20 kDa.  La PPasa 

citoplásmica de Rhodobium orientis presenta características congruentes a las 

descritas para bacterias con un peso molecular de aproximadamente 137 kDa 

obtenido a través de la columna de sephacryl S-200 HR.  Los resultados 

preliminares del gel de 2da dimensión en condiciones desnaturalizantes 

muestran que es un tetrámero formado por subunidades de homodímeros con 

un peso molecular de aproximadamente 49 kDa y 23 kDa cada uno, vale la pena 

estudiar esto más a fondo debido a que por lo general las sPPasas suelen ser 

homodímeros, homotetrámeros u homohexámeros. El pH óptimo para la 
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sPPasa de Rhodobium orientis fue de 9 lo que concuerda con la mayoría de las 

sPPasas (pH 8.3 – 9.8) (Josse 1996; Tominaga y Mori 1977; Hachimori et al 1975; 

Verhoeven et al. 1986).  Solamente las PPasas de una arquea methanogénica y 

dos termofílicas tienen un pH óptimo más bajo (6.5 – 8) (Van Alebeek et al. 1994; 

Jetten et al. 1992; Richter y Säffer 1992; Meyer et al. 1995). 

Se encontró que el NaF que es un inhibidor típico de las sPPasas de Familia I en 

una concentración de 10 mM inhibe en un 100% la actividad hidrolítica de la 

PPasa citoplásmica de Rhodobium orientis.  El papel de la inhibición del fluoruro 

sobre estas PPasas se explica por la formación de un complejo que es 

sumamente estable donde el PPi se une covalentemente a la enzima.  Por lo que 

el fluoruro se considera un potente inhibidor a nivel del sitio activo de estas 

enzimas, ya que impide la unión de los cationes que son indispensables para la 

actividad (Baykov et al., 1977).  Sin embargo no todas las PPasas interactúan con 

el fluoruro del mismo modo.  Las sPPasas eucariotas parecen ser más sensibles 

al fluoruro, las PPasas de bacterias y arqueas se inhiben mas débilmente (el 

elefecto del fluoruro sobre las PPasas de bacterias y arqueas es más débil): las 

PPasas de Rhodopseudomonas palustris (Schwarm et al. 1986) y Methanobacterium 

thermoautotrophivcum (Van Alebeek et al. 1994) se inhiben en un 50%a 5 mM y 

0.9 mM de fluoruro respectivamente.  La PPasa de E. coli se inhibe en un 91% a 

una concentración de 1mM (Josse, 1996) y la enzima de Thiobacilus en un 81% a 

1.25 mM (Tominaga y Mori 1997), mientras otras PPasas bacterianas no son 

afectadas por el fluoruro en absoluto [Streptococcus (Lahti y Niemi 1981), 

Ureaplasma (Davis et al. 1987), Methanotrix soehngenii (Jetten et al. 1992)].  En 

comparación la sensibilidad al floururo por parte de la PPasa de Rhodobium 

orientis es similar a la de la mayoría de las bacterias fotosinteticas. 

El complejo Mg-PPi2- parece ser el sustrato único para la sPPasa de Rhodobium 

orientis. La sPPasa de Rhodobium orientis demuestra las características para el 

sustrato y catión especifico Mg-PPi2- de las PPasas.  La PPasa citoplásmica de 

Rhodobium orientis es completamente dependiente de la presencia de un catión 

divalente para su acción catalítica, siendo el Mg2+ el que le confiere su mayor 
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actividad.  El Mn2+, Co2+ y Zn2+ pueden sustituir muy debilmente al Mg2+ pero 

la efectividad de éstos se limita a un estrecho intervalo de concentraciones y la 

actividad no es significativa.  La preferencia por el Mg2+ ha sido observada en la 

mayoría de las PPasas que se han investigado hasta ahora, con algunas 

excepciones como la PPasa de Basillus subtilis, la cual muestra su mayor 

actividad con el Mn2+ (Tono y Kornberg, 1967), y la sPPasa de Rhodopseudomonas 

palustris, en la cual es el Ca2+ la que la de la máxima actividad hidrolítica 

(Schwarm et al. 1986). 

   El papel de la sPPasa de Rhodobium orientis es probablemente muy sencillo.  

Como la enzima se encuentra en el citoplasma, no desempeña ningún papel en 

la conservación de energía.  Su función, así como la de otras sPPasas es la de 

mantener la concentración de PPi baja, aunque la posibilidad de que pueda 

proveer algo de energía para otras vías biosintéticas a través de la hidrólisis de 

PPi no puede ser descartada. 

   La sPPasa de Rhodobium orientis muestra un comportamiento complicado del 

tipo observado en aquellas enzimas en donde la actividad está sujeta a la 

regulación metabólica.  Como ocurre con muchas de estas enzimas (Frieden 

1970), dos clases principales de los efectos de control son evidentes a partir de  

estudios realizados in vitro: en primer lugar, respuestas rápidas a cambios en la 

concentración de varios ligandos, por ejemplo, Mg2+ y acido 2-fosfoglicerico, y 

en segundo lugar las respuestas lentas, presumiblemente relacionadas con 

alteraciones conformacionales, como las inducidas por cambios en el pH. 

   Estudios enzimológicos comparativos en cinco especies de bacterias 

fotosintéticas púrpura no sulfurosas han revelado la existencia de 2 categorías 

de pirofosfatasas citoplásmicas con respecto a propiedades regulatorias.  En 

ciertos organismos, la enzima tiene un peso molecular relativamente bajo (≈ 

60kDa) y manifiesta una reacción cinética “Michaeliana” sencilla.  Por otro lado, 

las pirofosfatasas de otras bacterias son de un peso molecular más alto 

(≈100kDa) y muestran cinéticas complejas (Klemme y Gest., 1971). 
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La magnitud y el significado real de Vmax y Km pueden cambiar de una 

enzima a otra y estos valores describen un estado estacionario de la reacción sin 

aportar información sobre la naturaleza, velocidad y número de los pasos 

discretos de la reacción, aún así estos valores sirven para caracterizar y 

comparar las eficiencias catalíticas de las enzimas.  Bajo las condiciones 

ensayadas de equimolecularidad de Mg2+ y de PPi2-, se obtuvo el 88 % de la 

actividad registrada con respecto a la relación Mg2+/PPi2- = 1.5 descrita en el 

método.  El valor de Km obtenido muestra gran eficiencia de la PPasa hacia el 

sustrato. 

      La sPPasa de Rhodobium orientis muestra propiedades consistentes con la 

noción de que su actividad debe estar íntimamente regulada in vivo por 

efectores específicos de bajo peso molecular.  El Mg2+, está involucrado en la 

actividad catalítica por lo menos de dos formas; como un componente del 

sustrato, MgPPi, y como activador; el exceso de Mg2+ también puede estimular 

la actividad mediante complejos de P2O74- libre, el cual es un potente inhibidor 

(Klemme y Gest., 1971).  

Los resultados presentes subrayan la necesidad de realizar estudios 

comparativos sobre pirofosfatasas de otros tipos celulares como un enfoque 

para delinear los papeles que juegan las pirofosfatasas en el ciclo biológico del 

fosfato y como éstos han sido modificados en el curso de la evolución 

bioquímica  y así  tratar de ubicar el papel de las PPasas citoplásmica  y 

membranal tanto en las bacterias fotosintéticas como en otros organismos 

procariotas y eucariotas. 
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9. CONCLUSIONES 

 

• Con respecto al crecimiento de la cepa DSM No.11290 de la bacteria 

fotosintética Rhodobium orientis, el tiempo de generación se estableció en 8 días 

(193 hrs) a una concentración de 5% de NaCl en el medio. 

 

• Se encontró actividad hidrolítica significativa por parte de la H+PPasa. 

 

• La sPPasa de la bacteria fotosintética purpura no sulfurosa Rhodobium orientis 

obedece exclusivamente al método de purificación descrito para la Fam I. 

 

• Tiene un comportamiento electroforético diferente (Rf intermedio) a la sPPasa 

de Rhodospirillum rubrum (FI) y a la sPPasa  de Rhodobacter sphaeroides (FII), lo 

que nos da indicios de que puede ser una enzima diferente a las familia I y 

familia II. 

• La caracterización de la PPasa se presenta en el siguiente cuadro: 

 

Cuadro 9. Características bioquímicas de la sPPasa de la bacteria Rhodobium orientis 

pH óptimo 9.0 

Termoestabilidad (°C) 35-37 

Temperatura activación (°C) 55 

Sustrato MgP2O7
2- 

Catión activador Mg2+ 

Inhibidor NaF 

Actividad con diferentes cationes divalentes Mg2+>Mn2+ > Zn2+ > Co2+ > Ca2+ 

Km (mM) 0.316 

Vmax* 5.034 

PM (kDa) 137 

Subunidades moleculares  

Homodímeros; Dos de 49 kDa y 

dos de 23 kDa 

* µmol Pi min-1 mg de proteína-1 con concentraciones equimoleculares de sustrato 
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