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Resumen 

Bacillus subtilis es una bacteria aerobia facultativa, Gram positiva de bajo 

contenido G+C, su amplio estudio la ha convertido en un instrumento para 

expresar proteínas de interés humano, principalmente para la industria 

alimenticia y agrícola. Además, se han realizado innumerables estudios para 

entender su metabolismo energético, específicamente su cadena respiratoria. 

Su complejo b6c comparte características de complejos bc1  y fotosintéticos b6f, 

y puede ser considerado como una tercer clase de complejos tipo bc (Yu, et.al., 

1995; Yu y Le Brun, 1998). Anteriormente se trató de caracterizar 

funcionalmente al complejo b6c, usando diferentes naftoquinonas y el citocromo 

c de corazón de caballo, obteniendo bajas actividades (menor de 155.49 

nmoles citocromo c reducido min-1 mg-1 proteína). Estos valores bajos, 

posiblemente pudieran deberse a las diferencias estructurales entre el 

citocromo de caballo y el c550 de B.  subtilis, provocando una interacción no 

óptima entre la proteína y el complejo b6c.  

Debido a lo anterior, se decidió purificar el fragmento soluble del citocromo c550 

de B. subtilis, con el fin de hacer más específico el ensayo. Se realizó una 

proteólisis temporal con tripsina de la cepa LUW196 (carente de citocromo c 

oxidasa) previamente transformada con el gene cccA  que codifica para el 

citocromo c550, clonado en el plásmido pHP13. Con este fragmento soluble se 

realizaron mediciones de actividad con la Ferredoxina: NADP+ reductasa (FNR) 

de Fremyella diplosiphon, que se compararon con las obtenidas utilizando el 

citocromo c de caballo. La mayor velocidad de reducción se obtuvo con la 

naftoquinona Juglona, tanto con el c550 como con el citocromo mitocondrial  (2.8 

y 6 nmoles cit c red min-1 respectivamente). Los potenciales redox de los 

diferentes componentes son discutidos en este trabajo para entender la 

transferencia de electrones de este complejo. 



 
 

 
2 

Abstract 

Bacillus subtilis is a facultative aerobic, Gram-positive low G+C bacterium. Its 

extensive study has made this bacterium an instrument to express proteins of 

human interest mainly for food and agriculture industry. Also, many studies to 

understand their energy metabolism, specifically its respiratory chain have been 

reported. Its b6c complex (menaquinol:cytochrome c reductase) shares 

characteristics of both the bc1 complexes and the photosynthetic b6f complexes, 

and can be viewed as a third group in the classification of bc-type complexes 

(Yu, et.al., 1995; Yu y Le Brun, 1998). By using different naphtoquinones and 

horse heart cytochrome c, we obtained low activities for the complex (between 

10 and 155.49 nmols cytochrome c min-1 mg-1 protein). This low activity values 

could be attributed to differences of surface between the horse heart 

cytochrome and B. subtilis c550 that could misdirect the mammalian cytochrome 

to the surface of the b6c complex.  

 

We decided to purify the soluble fragment of cytochrome c550 from B. subtilis, to 

make a more specific activity assay. A temporal proteolysis with trypsin was 

performed to the strain LUW196 (lacking cytochrome c oxidase) and 

transformed with gene cccA that codes for cytochrome c550 cloned in plasmid 

pHP13. We measured activities using Ferredoxin: NADP+ reductase (FNR) from 

Fremyella dyplosiphon, to reduce several quinones and we compared them to 

those obtained with horse heart cytochrome c. The highest activity was 

obtained with the naphtoquinone Juglone, with both the soluble c550 and the 

mitochondrial cytochrome (2.8 y 6 nmols cit c min-1 respectively). The redox 

potentials of the different components are discussed in this work to understand 

electron transport in this complex. 



 
 

 
3 

Introducción 

Bacillus subtilis es una bacteria Gram positiva que vive principalmente en el 

suelo y está asociada a fuentes de agua (Fig. 1). Está expuesta a frecuentes 

cambios de condiciones ambientales, por lo que puede desarrollar un estado 

fisiológico casi inanimado conocido como endospora, desencadenado por la 

escasez de alimento y el estrés ambiental (Moreno-Campuzano, 2006). B. 

subtilis es la bacteria mejor caracterizada del grupo de las bacterias Gram 

positivas. Generalmente respira utilizando O2 como aceptor final de electrones, 

pero en condiciones anóxicas puede realizar metabolismo fermentativo 

(produciendo a partir de piruvato, 2,3- butanodiol, lactato, etanol, acetato y 

succinato) o respiratorio usando nitrato o nitrito como aceptores finales 

(Nakano, 1998; Nakano, 1997). Diferentes sustratos son oxidados por 

deshidrogenasas asociadas a la membrana (como la Succinato: quinona 

oxidoreductasa, la NADH deshidrogenasas y la Glicerol 3 fosfato 

deshidrogenasa independiente de NAD). Estas deshidrogenasas reducen la 

menaquinona-7 a menaquinol (Sonenshein, et al., 2002). Desde este punto se 

pueden seguir dos rutas: la ruta de las “Quinol oxidasas”, donde el menaquinol 

puede ser oxidado por al menos tres quinol oxidasas (tipo aa3, tipo bb y tipo 

bd). La segunda vía, es la ruta de los “citocromos”, donde el menaquinol puede 

ser oxidado por la citocromo c oxidasa (caa3), vía el complejo menaquinol 

citocromo c oxidoreductasa y citocromos c anclados a membrana  (Fig. 2) 

(Azarkina et al., 1999). 

 

 

 
 
 
 
 

 
 
 

 
Figura 1. B. subtilis, izquierda- microscopía electrónica de barrido (tomada de 

https://www.morebooks.de/store/es/book/funktionale-charakterisierung-des-yhbdef-operons-aus-bacillus-
subtilis/isbn/978-3-639-34105-8); derecha, endospora indicada con una flecha (Tomada de 
http://www.allposters.es/-sp/Endospores-in-Bacillus-Subtilis-Bacteria-TEM-Posters_i8990236_.htm).  

 

https://www.morebooks.de/store/es/book/funktionale-charakterisierung-des-yhbdef-operons-aus-bacillus-subtilis/isbn/978-3-639-34105-8
https://www.morebooks.de/store/es/book/funktionale-charakterisierung-des-yhbdef-operons-aus-bacillus-subtilis/isbn/978-3-639-34105-8
http://www.allposters.es/-sp/Endospores-in-Bacillus-Subtilis-Bacteria-TEM-Posters_i8990236_.htm
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1. La cadena respiratoria de B. subtilis 

El conocimiento a nivel molecular de los componentes respiratorios de esta 

bacteria se ha expandido rápidamente durante los últimos años. Se ha revelado 

una complejidad importante en estudios bioquímicos y genéticos (von 

Wachenfeldt y Hederstedt, 1992). A continuación se describirán brevemente los 

complejos respiratorios.  

 
 

Figura 2. Cadena respiratoria de B. subtilis. Ruta “Citocromos” en flechas negras y ruta “Quinol 

oxidasas” en flechas azules. Modificado de Azarkina et al., 1999. 
 

 
 
 
 

 

  

1.1 NADH deshidrogenasa tipo 2 (NADH-DH2). Una NADH 

deshidrogenasa de tipo 2 es la principal reductora de la MQ-7, consiste 

de un solo polipéptido extrínseco de membrana, de masa molecular 

predicha de 49 kDa, carente de centros fierro azufre y con un FAD++ no 

covalentemente unido como grupo prostético, muy afín al NADH (Km 60 

µM). Además, no bombea protones a través de la membrana (Bergsma 

et al., 1982; Yagi, 1993). 
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1.2 Succinato deshidrogenasa (SDH) ó succinato: quinona 

oxidoreductasa (codificado por el operón sdhCAB), cataliza la oxidación 

del succinato al fumarato en el ciclo del ácido cítrico y dona los 

equivalentes reductores a la MQ-7 (Hägerhäll et al., 1992). Está formado 

por tres subunidades: SdhA, la flavoproteína de 65 kDa que contiene un 

FAD++ unido covalentemente; SdhB, la subunidad de proteína fierro 

azufre que contiene tres centros Fe-S, un [2Fe-2S], uno [3Fe-4S] y uno 

[4Fe-4S], respectivamente. La subunidad SdhC citocromo b-558 de 23 

kDa que contiene dos moléculas protohemo IX (von Wachenfeldt, 1992). 

Estudios anteriores han demostrado que esta enzima puede funcionar 

también en dirección opuesta oxidando el Fumarato vía el menaquinol, 

probablemente reducido por la NADH deshidrogenasa (Schnorpfeil et al., 

2001). 

 

1.3 Complejo b6c ó menaquinona: citocromo c oxido-reductasa, es 

una proteína integral de membrana (codificada por el operón qcrABC) 

que transfiere los electrones de la MQ-7 a un citocromo c (c550). Su 

descripción se detallará más adelante (Yu y Le Brun, 1998).  

 

1.4 Citocromo c oxidasa (tipo caa3): codificada por el operón 

ctaBCDEF, las letras corresponden a las subunidades II, I, III y IVB 

respectivamente. La subunidad I contiene las histidinas del centro 

bimetálico citocromo a3/CuB y el bis-imidazol citocromo hemo a, 

importantes para la translocación de protones. Se expresa durante el 

crecimiento (fase exponencial) y en presencia de sustratos no 

fermentables como el succinato, es una típica oxidasa hemo-cobre que 

bombea protones. Su principal característica es la de poseer un 

citocromo c fusionado a la subunidad II (ctaC), razón por la cual es capaz 

de utilizar TMPD como donador de electrones (Lauraeus et al., 1991). 
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Muestra dos picos de absorción, a los 605 nm y los 551 nm de longitud 

de onda. Este último corresponde al citocromo c  (Azarkina et al. 1999; 

Santana et al., 1992).  La subunidad IVB es una proteína pequeña que 

posee tres cruces transmembranales y un centro de residuos invariables 

en dos de ellos (Saraste et al., 1991). 

 

1.5 Oxidasas alternas. B. subtilis contiene por lo menos tres diferentes 

oxidasas terminales para la transferencia de electrones al oxígeno 

molecular (Zamboni y Sauer, 2003). Las principales son 2: la tipo aa3 y la 

tipo bd. La quinol oxidasa tipo aa3 está codificada por el operón 

qoxABCD que contiene cuatro polipéptidos (QoxA, -B, -C, y –D 

respectivamente), se expresa en medios ricos y en todos los estados de 

crecimiento en condiciones bien aireadas. Pertenece a la superfamilia 

hemo-cobre y transloca dos protones por electrón transferido al oxígeno; 

además tiene un pico de absorción espectral que se encuentra a los 600 

nm (Azarkina et al., 1999; Santana et al., 1992; Zamboni y Sauer, 2003).  

La quinol oxidasa tipo bd codificada por el operón cydABCD no contiene 

átomos de cobre ni de fierro, los últimos dos genes cydC y cydD codifican para 

un posible transportador ABC (Winstedt y von Wachenfeldt, 2000). Contiene 

dos subunidades integrales de membrana en donde se encuentran tres hemos: 

b558, b595 y d, los hemos b595 y d forman el sitio di-hemo para la reducción del 

O2. Esta quinol oxidasa genera una fuerza protón motriz, además es insensible 

a cianuro (Borisov et al., 2011). Se expresa principalmente en presencia de 

glucosa o en tensiones bajas de oxígeno y en condiciones aireadas con 

glucosa limitada, transloca un protón por electrón transferido al oxígeno. En el 

genoma se identificó a los genes ythAB, que posiblemente codifiquen para una 

segunda quinol oxidasa de tipo bd, similar en tamaño a cydB y en perfiles 

hidropáticos (Azarkina et al., 1999; Winstedt et al., 1998; Zamboni y Sauer, 

2003). 



 
 

 
7 

Análisis anteriores de las membranas aisladas de Bacillus utilizando espectros 

diferenciales con monóxido de carbono (CO) revelaron la presencia de una 

tercer quinol oxidasa que contiene dos citocromos tipo b como componentes, 

por lo que se le denominó bb´, no bombea protones y tiene una mayor afinidad 

por el CO, además es insensible al cianuro (Azarkina et al., 1999; Santana et 

al., 1992). Cualquier quinol oxidasa, pero no la citocromo c oxidasa, es 

completamente capaz de soportar sola el crecimiento, razón por la cual, la caa3 

se expresa hasta la fase estacionaria (Zamboni y Sauer, 2003). 

 

2. Complejos bc  

El complejo bc de B. subtilis, puede considerarse una tercera clase de 

complejos tipo bc, distinta de las clases bc1 y b6f, ya que comparte 

características tanto respiratorias como fotosintéticas (a pesar de no ser una 

bacteria fotosintetizadora) (Yu y Le Brun, 1998). 

Los tres tipos de complejos tienen tres subunidades redox, la proteína Fe-S 

que contiene un centro [2Fe-2S] de alto potencial con uniones a residuos de 

histidina y cisteína. En los complejos bc1 (generalmente de organismos 

respiratorios), su citocromo b es de ~400 residuos de aminoácidos organizados 

en 8 hélices transmembranales, contiene dos hemos tipo b de bajo spin (bL y 

bH), ambos con ligación bi-histidina. Finalmente, un citocromo c1 conteniendo 

un hemo tipo c unido covalentemente a dos cisteínas y con ligación axial 

histidina/metionina. En los complejos b6f (fotosintéticos), el citocromo b está 

escindido en dos subunidades, una de aproximadamente 220 residuos de 

aminoácidos, organizados en 4 hélices transmembranales, con dos hemos tipo 

b de bajo spin, bL y bH. Además posee un tercer hemo denominado x 

adyacente al hemo bH y unido covalentemente por ligación tioéter a una sola 

cisteína y sin algún tipo de ligación axial.  La segunda subunidad es llamada 

subunidad IV, de aproximadamente 160 residuos de aminoácidos contenidos 

en tres hélices transmembrananles. Finalmente tienen un citocromo f 

conteniendo un hemo tipo c con ligación axial histidina/tirosina. El complejo b6c 

de Bacillus subtilis está codificado por el operon qcrABC, donde QcrA es una 

proteína Fe-S que contiene un centro [2Fe-2S] de alto potencial con ligaciones 
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axiales de histidina y cisteína. QcrB es un citocromo b similar al fotosintético de 

aproximadamente 224 residuos de aminoácidos organizados en 4 hélices 

transmembranales, que contiene dos hemos tipo b de bajo spin, bL y bH, ambos 

con ligación bi-histidina no covalente pero con diferentes propiedades 

electroquímicas. Además tiene el hemo denominado x covalentemente unido 

únicamente por un enlace tioéter (De Vitry et al., 2004; Stroebel, et al., 2003). 

Finalmente, QcrC, es una fusión del equivalente de la subunidad IV 

fotosintética y un citocromo c conteniendo un hemo tipo c con ligación axial 

histidina/metionina (Fig. 3) (Berry et al., 2000; Smith et al., 2004; Stroebel et al., 

2003; Yu y Le Brun, 1998). 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3. Comparación de las subunidades redox de los diferentes tipos de complejos bc. En la parte 

superior se muestran, de izquierda a derecha, los modelos tridimensionales de complejos b6f, bc1 y el 
posible modelo del monómero del complejo b6c. En la parte inferior, la diferencia en organización de sus 
subunidades redox. Modificadas de Smith et al., 2004 y Yu et al., 1995. 

 

 



 
 

 
9 

2.1  Ciclo Q     

Acoplado a la transferencia de electrones, los complejos bc translocan protones 

a través de la membrana, proceso conocido como ¨ciclo Q¨. Poco se sabe en 

organismos fotosintéticos, aunque por el potencial redox del hemo x (-30 mV) 

se  asume que participa de la siguiente manera: 

Hemo bH (red) + hemo x (ox) → hemo bH (ox) + hemo x (red) 
Hemo x (red) + PQ  → hemo x (ox) + PQ.-  

 
Donde Q puede ser plastoquinona ó ubiquinona (Zhang et al., 2004).  

Para los complejos bc1 el ciclo Q si está bien descrito: el ubiquinol (QH2) es 

oxidado en el centro P (positivo) en una reacción concertada en la cual un 

electrón es transferido a la proteína fierro azufre, para formar un anión 

ubisemiquinona (Qp
.-), el cual inmediatamente reduce al hemo bL. Esta 

oxidación deposita dos protones en el lado positivo de la membrana. 

Posteriormente el electrón transferido a la proteína fierro azufre es transferido 

al citocromo c1 y finalmente al citocromo c. El segundo electrón del ubiquinol se 

recicla a través del hemo bL al hemo bH que reduce una ubiquinona (Q) a anión 

ubisemiquinona (Qn
.-) en el lado N (negativo). Hasta este punto sólo la mitad 

del ciclo se ha completado, ya que sólo un electrón del ubiquinol ha sido 

transferido hasta el citocromo c. Para completar el ciclo una segunda molécula 

de ubiquinol es oxidada por la proteína fierro azufre, transfiriendo el electrón al 

citocromo c1, y éste al citocromo c, de nuevo formando el anión 

ubisemiquinona, Qp
.-, y depositando dos protones en el lado positivo de la 

membrana. Qp
.- reacciona de la misma manera antes descrita, transfiriendo el 

electrón al hemo bL y bH, en donde este último reduce la previamente formada 

ubisemiquinona Qn
.- a ubiquinol en el centro N y consumiendo dos protones del 

lado negativo de la membrana. En general dos protones son translocados del 

lado negativo al lado positivo por cada par de electrones transferidos (Fig. 4) 

(Crofts, 2004; Snyder et al., 1999; Trumpower, 1990b). 
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Figura 4. Ciclo Q. Transferencia de electrones y el mecanismo de la translocación de protones en el 

complejo del citocromo bc1. Los circulos numerados muestran la secuencia de transferencia de 
electrones, Tomada de Snyder et al., 2000. 

 

 

2.2 Quinonas 

El transporte de los electrones no se podría llevar a cabo sin la difusión a 

través de la bicapa lipídica de las quinonas, pequeñas moléculas lipofílicas. La 

difusión electroquímica que conecta las enzimas redox es mediada por la poza 

de quinonas. En general las quinonas se pueden dividir en dos grandes grupos, 

las benzoquinonas (al que pertenece la ubiquinona mitocondrial) y las 

naftoquinonas (como la MQ). La ubiquinona consiste de un anillo bencénico 

modificado con una cola isoprenil hidrofóbica que contiene de 6-10 unidades de 

isoprenos, dependiendo el organismo. La menaquinona consiste en dos anillos 

bencénicos donde el C3 puede contener de 4-9 unidades de isopreno; todas 

las unidades de isoprenos pueden mostrar geometría trans ó mono cis y 

pueden incluir un número variado de dobles enlaces (Fig. 5) (Dunphy et.al., 

1971; Schoepp-Cothenet et al., 2009).  Diferentes tipos de quinonas como las 

UQ, PQ, MQ, RQ y CQ han sido identificadas en diferentes especies o 

coexistiendo en un mismo organismo. La menaquinona es la más ampliamente 

distribuida en los filos arquea y bacteria. Por otro lado, las quinonas más 
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recientes evolutivamente (benzoquinonas) tienen un potencial redox 

significativamente más positivo (150 mV) que la MQ (~ -70 mV). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 
 
 

Figura 5. Izquierda- ubiquinona y derecha- menaquinona. La flecha roja indica el C3 del anillo bencénico. 

 

 

 

3. El citocromo c550 de Bacillus subtilis 

El citocromo c550 es una proteína de 13 kDa con un segmento transmembranal 

de α hélice de aproximadamente 30 residuos y un dominio hemo de 

aproximadamente 74 residuos de aminoácidos (Fig. 6B). Contiene una 

protoporfirina férrica IX covalentemente unida por dos enlaces tioéter, entre los 

grupos vinil del hemo y los residuos de cisteína de la proteína encontrados en 

un motivo C-X-X-C-H (Fig. 6A) (Allen et al., 2003). El dominio soluble está 

localizado en la superficie exterior de la membrana citoplásmica.  Tiene un 

potencial redox medio de +178 mV a pH 7.0. Bajo algunas condiciones de 

crecimiento este citocromo es el más abundante, aunque no es esencial para la 

supervivencia de la bacteria (Bengtsson et al., 1999). 
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Figura 6. A. Hemo c, Derecha: unión covalente a la proteína por medio de residuos de cisteína de la 

apoproteína. Izquierda: secuencia motivo característica (CXXCH) de este tipo de hemos, amarillo- 
residuos de cisteína, azul- residuos de aminoácidos variables, verde- residuo de histidina. B. Citocromo 
c550 de B. subtilis, el grupo hemo se muestra en rojo y dos residuos de triptófano en verde (David et al., 
2000). 
 

 

 

3.1 El citocromo c550 de B. subtilis vs citocromo c mitocondrial 

El citocromo c mitocondrial es soluble y tiene un peso aproximado de 12 kDa, 

tiene una abundancia de residuos de lisina lo que le da un carácter altamente 

básico. La distribución de estos residuos en su superficie le confiere un 

momento dipolar que es importante en la orientación funcional en la 

transferencia de electrones entre el citocromo c y el complejo bc1 y entre el 

citocromo c y el complejo citocromo c oxidasa. Estos complejos poseen una 

superficie conservada, cargada negativamente que se complementa con los 

residuos de lisina del citocromo c, formando un complejo electrostático (David 

et al., 1999). 

-C-X-X-C-H

Bicapa 
lipídica 

A. 
 

B. 
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Figura 7. A: alineamiento de las secuencias del citocromo c de corazón de caballo con el c550 de B. 

subtilis. B: comparación de la distribución de cargas del citocromo c550 de B. subtilis (a la izquierda) con el 
citocromo c mitocondrial de corazón de atún (a la derecha). El grupo hemo se muestra de color dorado, 
los residuos básicos son azules y los ácidos son rojos, el momento dipolar esta dibujado con una línea 
amarilla con el lado positivo en la cabeza de la flecha. El lado positivo en el citocromo de B. subtilis se 
encuentra en la Ile55, mientras que el lado negativo del citocromo c mitocondrial se encuentra en la 
Phe82. Tomada de David et al., 2000. 
 
 
 
 

 

Un alineamiento entre el citocromo c de B. subtilis y el citocromo c mitocondrial 

de corazón de caballo reveló que son idénticos en un 14 % (Fig. 7). El 

citocromo c550 de B. subtilis tiene un balance alterado de aminoácidos 

cargados, que le confieren un punto isoeléctrico ácido de 5.44 (comparado con 

el mitocondrial de 9.59). Esto es de particular interés para la transferencia de 

electrones, ya que el papel del reconocimiento de los residuos de lisina de la 

superficie del citocromo c que entran en contacto con el complejo b6c cambia 

(Fig. 8) (David et al., 1999). 

 

 

 

A. 

B. 
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Figura 8. Potenciales electrostáticos en la superficie (rojo = carga negativa, azul = carga positiva) 

basado en modelos estructurales de los dominios de citocromo c del complejo b6c, citocromo c550 y la 
oxidasa caa3 de B. subtilis. Los átomos del hemo se muestran como esferas verdes, excepto por el carbón 
del tioéter 4 que se muestra en café y el oxígeno del propionato 6 que se muestra en magenta. Tomada 
de Bertini et al., 2006. 

 
 
 
 
 
 
 

4.  Antecedentes 

 
Diversos estudios han reportado la medición de actividad enzimática con el uso 

de quinonas: 

En 1987 Sone et al., encontraron que el complejo bc1 y la citocromo c  oxidasa 

forman un supercomplejo en la bacteria termofílica Bacillus PS3, lo purificaron y 

le midieron actividad de citocromo c oxidasa por medio de consumo de oxígeno 

utilizando citocromo c de Candida krusei y TMPD, además de actividad de 

quinol citocromo c reductasa utilizando duroquinol (reducido con la actividad de 

la malato deshidrogenasa) y el mismo citocromo c. Reportaron una Km de 12 

µM para la reductasa y 3.7 µM para la oxidasa, pero no mencionan nada de la 

reducción química del citocromo c. 

Kutoh y Sone en 1988, reportaron la purificación y las propiedades del 

complejo bc1(b6f) de Bacillus PS3 midiendo la reducción de citocromo c 

dependiente de quinol; reduciendo diferentes quinonas utilizando a la malato 

Tioéter 4 Propionato 6 

Complejo b6c Citocromo c550 Oxidasa caa3 
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deshidrogenasa, encontraron que el número de recambio a pH 6.8 fue de 5 s-1 

a 40 °C y de 50 s-1 a 60 °C, sin embargo no reportan nada sobre la reducción 

química del citocromo. 

En 1991 Lauraeus et al., reportaron la expresión de dos diferentes oxidasas  

(caa3 y aa3) en B. subtilis, purificándolas y midiendo consumo de oxígeno con 

citocromo c y diferentes quinonas (duroquinona, menadiona, 

decilbenzoquinona y 2-hidroxi, 1,4-naftoquinona) reducidas con borohidruro ó 

TMPD más ascorbato, además de usar amortiguador 50 mM succinato de 

potasio pH 5.5 para minimizar la auto oxidación. Sin embargo, tampoco 

reportaron nada sobre la reducción química observada. Posteriormente, en 

1993 Lauraeus y Wikström analizaron la cadena respiratoria de B. subtilis en 

fase estacionaria y logarítmica en condiciones similares. 

En ese mismo año, Lemma et al., purificaron la quinol oxidasa tipo aa3 de B. 

subtilis W23, y midieron actividad respiratoria por medio de oximetría, utilizando 

NADH y D,T diaforasa para reducir diferentes quinonas (2,3-Dimetil-1,4-

naftoquinona, menadiona, 1,4-Naftoquinona, Duroquinona y 2,3-Dimetoxi-5-

metil-1,4-benzoquinona), además compararon la actividad obtenida utilizando 

membranas aisladas. Encontraron que los 3 naftoquinoles tenían una alta 

velocidad de auto oxidación relacionada con el incremento del pH (datos no 

mostrados), y para disminuir un poco la auto oxidación las actividades se 

realizaron a pH 6.5. Aún así la mayor velocidad fue obtenida con DMN. 

En 2000 Kusumoto, et al. clonaron, purificaron y caracterizaron la actividad de 

menaquinol oxidasa de la quinol oxidasa tipo bd de Corynebacterium 

glutamicum, utilizando tanto naftoquinonas (DMN, MQ-1, MQ-2 y MQ-3 y 

Menadiona) como benzoquinonas (UQ-1 y UQ-2) reduciéndolas con hidrosulfito 

de sodio, encontrando mayor especificidad de activación con las MQs, aunque 

también fueron altamente auto oxidables (datos no mostrados)  (Kusumoto, et 

al., 2000).  

En el 2010 Yi et al., aislaron la menaquinol oxidasa aa3 de B. subtilis y midieron 

la actividad respiratoria utilizando 2,3-dimetil-1,4-naftoquinona, reducida con 

NADH y D,T diaforasa; ellos demostraron  que posee un sitio de unión para la 

MQ-7, pero no reportan datos de reducción química. 
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Finalmente, en 2013, Kabashima et al., clonaron y purificaron la MDH de 

Bacillus PS3, caracterizaron su actividad de malato: quinona oxidorreductasa, 

utilizando menadiona que fue reducida por la MDH y como aceptor final de 

electrones DCPIP. Reportaron una especificidad de Km de 5.3 mM y una Vmáx 

de 312.9 µmol min-1 mg-1, pero nada de la reducción química obtenida. 

 

En relación a la purificación del citocromo c550 de B. subtilis se reportó:  

En 1990 se determinó la presencia de diferentes citocromos c anclados en las 

membranas de B. subtilis, y se logró sobreexpresar el citocromo c550, utilizando 

el plásmido pHP13 (von Wachenfeldt y Hederstedt, 1990). Posteriormente y 

como primer paso para determinar la estructura tridimensional, en 1993, los 

mismos autores describieron dos métodos para purificar tanto el citocromo 

completo en presencia de Tritón X-100  (con una masa de 12 kDa), como el 

dominio hemo en su forma soluble (con una masa de 6.2 kDa).  

En 1999 se logró sobreexpresar y purificar el citocromo c550 en micelas 

detergente-proteína de una cepa de B. subtilis transformada con la 

construcción pHP13-cccA y modificada por PCR mutagénico (añadiendo una 

etiqueta de histidinas en el carboxilo terminal) con el fin de analizar su 

expresión y  características espectrales (David et al., 1999). Un año después, 

se construyó un modelo estructural del citocromo pudiéndose demostrar la 

importancia de la carga negativa en sus interacciones (David et al., 2000).  

 

Para lograr la sobreexpresión del citocromo c550, en el laboratorio ya se 

contaba con la cepa B. subtilis 168 que había sido transformada con el 

plásmido pHP13 y la construcción pHP13-c550 completa, diseñada con 

anticipación en el laboratorio (Becerra Rivera y Gutiérrez-Cirlos, 2012). En la 

figura 9 se muestra el plásmido pHP13, y en la Fig. 10 un esquema de cómo se 

logró dicha construcción. 

 

 

 



 
 

 
17 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 9. Plásmido pHP13 con un tamaño de 4900 pb, se pueden observar sus dos casetes de 

resistencia a Em y Cm, así como su zona de multiclonaje interrumpiendo el gen lacZ. 
 
 
 
 
 
 
 

Con lo anterior, y sabiendo que era posible purificar el fragmento soluble del 

citocromo c550, se pensó que éste posiblemente podría ayudar a entender 

mejor el complejo b6c de B. subtilis. 
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Figura 10. Esquema de la obtención de B. subtilis pHP13 y B. subtilis pHP13-c550 . 1 amplificación del 

gene del citocromo c550 por medio de PCR con el uso de oligonucleótidos específicos y del DNA 
cromosómico de B. subtilis 168 como templado (Kunst et al., 1997). 2 Ligación del producto de PCR al 

plásmido pCR® 2.1 (Invitrogen). 3 Transformación de E. coli DH5αcon la construcción anterior. 4. 

Extracción del DNA plasmídico de clonas positivas (colonias blancas) y confirmación de la construcción 
por gel de agarosa y digestión con EcoRI. 5 Purificación de la banda del c550 con el kit QIAquick Gel 
Extraction y confirmación por gel de agarosa. 6 Digestión del plásmido pHP13con EcoRI por 12 hrs. 7 

Ligación del c550 puro al plásmido pHP13 con T4 DNA ligasa. 8 Transformación de E. coli DH5αcon la 

construcción anterior. 9 Extracción del DNA plasmídico de clonas positivas (colonias blancas) y 
confirmación por gel de agarosa y digestión con EcoRI. 10 Transformación de B. subtilis 168 con la 
construcción pHP13-c550 o con el vector pHP13. 11 Extracción del DNA plasmídico y confirmación de la 
transformación por gel de agarosa y doble digestión con EcoRI/BamHI.     
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Objetivo 

Caracterizar la actividad del complejo b6c en membranas aisladas de Bacillus 

subtilis utilizando el fragmento soluble del citocromo c550 y diferentes 

naftoquinonas. 

 

 

Objetivos particulares 

 Sobreexpresar el fragmento soluble del citocromo c550 de B. subtilis y 

purificar  la proteína resultante. 

 Medir la actividad de quinol: citocromo c reductasa en membranas 

aisladas de B. subtilis utilizando la fracción soluble purificada del 

citocromo c550 y la Ferredoxina: NADP+ Reductasa (FNR) de Fremyella 

diplosiphon. 

 Comparar la actividad obtenida con la actividad medida en presencia de 

citocromo c de corazón de caballo y diferentes naftoquinonas a pH de 

6.8 y 7.0 en condiciones aeróbicas. 

 

 

 

 

 

 



 
 

 
20 

Materiales y métodos 

 

Extracción de los plásmidos pHP13 y pHP13-c550 de Bacillus subtilis 168. 

La cepa de Bacillus subtilis 168 se obtuvo del Bacillus Genetic Stock Center 

(Ohio State University). Con un inóculo de las bacterias B. subtilis 168 (pHP13) 

y B. subtilis 168 (pHP13-c550), se inocularon 3.5 ml de medio LB (10 g/L de 

peptona de caseína, 5 g/L de extracto de levadura y 10 g/L de NaCl, todo 

esterilizado a 120 libras de presión por 20 min (Sambrook y Russell, 2006)) 

adicionando 5 µg/ml de Cm y se incubaron durante toda la noche (ON) a 200 

rpm y 37°C. Al día siguiente y en esterilidad, 10 ml de medio LB con Cm 5 

µg/ml se inocularon con 100 µl de cada cultivo en matraces estériles de 50 ml 

los cuales se incubaron a 37 °C y 200 rpm. Se monitoreó su crecimiento 

midiendo cada hora la D.O.600 nm en el espectrofotómetro BioMate 3 Thermo 

Scientific, Rochester, NY, haciendo diluciones 1:10, hasta que los cultivos 

alcanzaran una absorbancia a 600 nm de entre 0.8-1.2. 

Las células se cosecharon centrifugando a 4000 rpm por 10 min a 4 °C en una 

centrífuga Hermle Z383K, y se procedió a purificar los plásmidos utilizando el 

kit Spin Miniprep QIAprep® Holanda ó el NucleoSpin® Plasmid de Machery-

Nagel, Alemania, con la única modificación para ambos protocolos de agregar 

lisozima a una concentración final de 1 mg/ml e incubar por 10 min a 37 °C 

después de resuspender las pastillas con el amortiguador de lisis (P1 ó A1 

respectivamente). 

 

Determinación de la concentración DNA plasmídico (Sambrook y Russell, 

2006) 

Se tomaron 10 µl de cada DNA plasmídico extraído y se disolvieron en tubos 

Eppendorf estériles que contenían 590 µl de H2O dd estéril; se midió en el 

espectrofotómetro BioMate 3 Thermo en una relación de absorbancias de 260-

280 nm, y la concentración se determinó considerando que una absorbancia de 

1 a 260 nm tendrá una concentración de DNA de 50 µg/ml. 
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Digestiones y Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR´s) 

Se realizaron dobles digestiones para los plásmidos pHP13 y la construcción 

pHP13-c550, utilizando con respecto al volumen final de la reacción: 10 % de 

amortiguador “E”, 1 % BSA acetilado, 1 µl de cada enzima (12 U EcoRI y 10 U 

BamHI) y 0.5 - 1 µg pHP13-c550 ó 0.1 µg pHP13.  Las reacciones se incubaron 

a 37 °C por 2 hrs y finalmente se cargaron 20 µl en un gel de agarosa (como se 

describe más adelante). 

 

Para las PCR´s  se utilizaron los siguientes oligonucleótidos que amplifican 

todo el citocromo c550 de B. subtilis: 

Forward– 5´GGAAGCTTCAAAATCTAATTCCATATTTTCTATTGTAAG 3´ 

Reverse– 5´GGAATTCTATTTAATTTTTGACACCCACTCTGCCATA 3´ 

 

En tubos Eppendorf estériles,  se agregaron los siguientes componentes de la 

mezcla de PCR, en las concentraciones finales que se mencionan: 1.5 mM 

amortiguador 10X, 300 µM de dNTP´s, 0.6 µM de cada oligonucleótido, 0.05 U 

de Taq polimerasa y 0.1-1 µg de DNA plasmídico en un volumen final de 50 µl. 

Se colocaron en un termociclador Eppendorf Mastercycler personal, Brasil y se 

corrieron 30 ciclos a 90 ºC, 65 ºC y 72 ºC para desnaturalizar, alinear y 

polimerizar el DNA respectivamente, para después analizarlo en un gel de 

agarosa, esperando un amplificado de 600 pb. 

 

Gel de agarosa para DNA (Eguiarte et al., 2007) 

Se preparó un gel agarosa al 1 % en amortiguador TBE 0.5X (solución madre 

5X: 0.44 M Tris base, 0.44 M ácido bórico y 25 M EDTA pH 8.0), la solución se 

calentó en el horno de microondas hasta que se disolvió y quedó 

completamente transparente y sin grumos. Las muestras (~1 µg para 

digestiones y 0.1 µg para PCR´s) se trataron con 5 µl de amortiguador de carga 

(0.25 % azul de bromofenol y 40 % (w/v) sacarosa en H2O)  se utilizó el 

marcador de masa molecular BioLabs que tiene un intervalo de 250/253 a 10 

000 pbs. El gel corrió por 40 min a 150 mA y 90 V con amortiguador TBE 1X. 

Posteriormente se incubó en obscuridad en H2O dd por 30 min con 4 µl de 

Cibergreen (Invitrogen San Diego, CA), ó Midori (Nippon Genetics, Europa). 
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Finalmente, se fotografió en un fotodocumentador Biotop Biosens SC-645 Gel 

Documentation System (Shanghai, China). 

 

Transformación de células competentes de Escherichia coli DH5α 

(Samaniego, 2007) 

Todo el procedimiento se realizó en condiciones estériles. La cepa E. coli 

DH5αElectroMAX (FΦ80lacZΔM15 Δ(lacZYA-argF)U169 recA1 endA1 hsdR17 

rk
-, mk

+) phoA supE44 thi-1 gyrA96 relA1 -) se obtuvo de Invitrogen, Carlsbad, 

California EU. A dos tubos de células competentes (catálogo 18265-017) 

mantenidos en hielo, se les agregó 1µg de los plásmidos pHP13 y pHP13-c550 

extraídos previamente de B. subtilis 168. Se mezclaron bien y se dejaron 

incubando por 40 min en hielo. Después se les dio un choque térmico 90 seg 

en un bloque térmico con baño maría a 42-43 °C, y se regresaron al hielo por 2 

min. Posteriormente se les agregaron 500 µl de medio Psi Broth (Medio LB, 4 

mM MgSO4, 10 mM KCl) y se incubaron por 90 min a 37 °C y 150 rpm. Al 

término de ese tiempo, los tubos se mezclaron bien y se tomaron 100 µl de las 

células transformadas para sembrarlas en  cajas de LB agar que contenían 5 

µg/ml Cm. Las clonas crecidas se re-estriaron dos veces más en cajas LB agar 

que contenían 5 µg/ml Cm, para descartar las clonas falsas positivas.  

 

Extracción de plásmidos pHP13 y pHP13-c550 de E. coli DH5α 

En esterilidad y en dos tubos de vidrio de 20 ml, se inocularon 3.5 ml de medio 

LB que contenía 5 µg/ml Cm con una colonia de E. coli DH5α pHP13 y E. coli 

DH5αpHP13-c550, y se dejaron incubando ON a 200 rpm y 37°C. Al día 

siguiente las células se cosecharon centrifugando a 4000 rpm por 10 min a 4 

°C en una microcentrífuga 5418 Eppendorf, y se procedió utilizando el kit Spin 

Miniprep QIAprep®. 

 

Obtención de células competentes y transformación de Bacillus subtilis 

La cepa mutante de B. subtilis LUW196 (ΔctaCD::ble, ΔcydABCD::cat, 

Δyth::tet) fue donada por el Dr. Claes von Wachenfeldt de la Universidad de 

Lund, Suecia, (Winstedt y Von Wachenfeldt, 2000) y mantenida en glicerol a -

70 °C hasta su uso. Todo el procedimiento se realizó en esterilidad. Se 
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prepararon los siguientes medios de cultivo: 10X Medio base A (10 g extracto 

de levadura, 2 g casaminoácidos, 800 ml H2O di-destilada (dd) y 200 ml 

glucosa al 25 % (esta última esterilizada por filtración) y 10X sales de Bacillus 

(para 1 L – 20 g (NH4)2SO4, 183 g K2HPO4 -3H2O, 60 g KH2PO4, 10 g citrato Na 

y 2 g MgSO4 -7H2O). Los medios se esterilizaron a 120 libras de presión por 20 

min en autoclave Felisa. 

 

B. subtilis 168 y LUW196 se estriaron en cajas de LB agar, sin antibiótico y/o 

con 0.6 µg/ml Fle, 15 µg/ml Tet, 5 µg/ml Cm respectivamente e incubaron a 37 

°C ON. Al día siguiente se preparó medio A (para 100 ml: 10 ml de 10X Medio 

base A, 9 ml 10X Sales de Bacillus y H2O dd estéril) y se vaciaron 10 ml en dos 

tubos Falcon (con los antibióticos a las concentraciones antes mencionadas). 

Posteriormente se tomó una azada de colonia de cada cepa y se inocularon, 

tomando 600 µl de cada cultivo se midió la D.O.650nm en el espectrofotómetro 

BioMate 3 Thermo. Los cultivos se ajustaron hasta obtener una D.O. de 0.1 

para ambos. Los 10 ml de cada cultivo se vertieron en matraces de 50 ml y 

puestos a incubar a 37 °C y 200 rpm; el crecimiento se monitoreo cada hora 

midiendo la D.O.650 nm y obteniendo una gráfica de D.O. vs tiempo. Cuando 

se alcanzó la fase logarítmica y pasó a la fase estacionaria temprana (tiempo 0 

ó T0 en la genética de Bacillus) se midió la D.O. a la media hora para confirmar 

que ya estuviese en fase estacionaria, desde ese punto los cultivos se dejaron 

crecer 90 min más. 

Transcurrido ese tiempo se transfirieron 0.05 ml de cada cultivo en 0.45 ml de 

medio B (10 ml medio A, 0.1 ml 50 mM CaCl2 -2H2O, 250 nM MgCl2 -6H2O- los 

dos últimos esterilizados con filtros Corning de 0.2 µm), considerando 3 tubos 

para la cepa 168 y 3 para la LUW196; se incubaron por 90 min más a 37 °C y 

200 rpm. 

Pasados los 90 min las bacterias son altamente competentes por lo que se 

añadió 1 µg de DNA plasmídico para cada cepa y para cada plásmido, además 

de otra transformación control sin DNA; enseguida se dejó incubando a 37 °C y 

150 rpm por 30 min. Finalmente se estriaron 100 µl de cada transformación en 

cajas LB agar conteniendo 20 µg/ml Trp y 1.5 µg/ml Em como antibiótico de 

selección del plásmido, y se dejaron incubar ON a 37 °C. Al siguiente día, el 

resto de la transformación se estrió en cajas LB agar con Trp más Em a las 
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mismas concentraciones, y se dejaron incubando a 37 °C hasta el día 

siguiente. 

 

Selección de clonas 

Las clonas transformadas con el plásmido pHP13 y la construcción pHP13-c550 

se estriaron en cajas de LB agar con 3 µg/ml de Em, y se dejaron crecer ON a 

37 °C. Se realizaron dos pases extras a cajas LB agar con 3 µg/ml  de Em para 

mantener la selección del vector.  

Una vez seleccionadas las clonas positivas se estriaron en cajas LB agar con 

los 4 antibióticos para la mutante LUW196: 3 µg/ml Em, 0.6 µg/ml Fle, 5 µg/ml 

Cm y 15 µg/ml Tet, para confirmar la transformación.  

 

Método de lisado rápido de células de B. subtilis para observar en gel ―gel 

cracking‖  (Holmes y Quigley, 1981) 

Se realizó todo en esterilidad. En un tubo de vidrio de 20 ml se inocularon 2.5 

ml de medio LB conteniendo 3 µg/ml Em y se dejó en incubación ON a 37 °C y 

200 rpm. Al día siguiente, 1.2 ml del cultivo se centrifugaron en una 

microcentrífuga Eppendorf 5418 a 10,000 rpm por 1 min. Se removió el 

sobrenadante, y la pastilla se resuspendió en 1.2 ml de amortiguador TSE (10 

mM Tris/HCl pH 8.0, 300 mM NaCl y 10 mM EDTA) y centrifugada nuevamente 

de igual manera. El SN se retiró y la pastilla se resuspendió en 175 µl de 

amortiguador STET (50 mM Tris/HCl pH 8.0, 50 mM EDTA, 8 % (w/v) sacarosa 

y 2 % (v/v) Tritón x-100). Posteriormente se añadieron y mezclaron 12.5 µl de 

una solución de lisozima preparada a 20 mg/ml en amortiguador TE (10 mM 

Tris/HCl pH 8.0 y 1 mM EDTA), y se dejó incubar por 10 min a 37 °C. A 

continuación las mezclas se tornaron viscosas, se calentaron por 90 seg en 

agua hirviendo para desnaturalizar el DNA. Una vez a temperatura ambiente se 

añadieron 100 µl de cloroformo- alcohol isoamílico (24:1) y se agitaron en 

vortex por 10 seg. Finalmente se centrifugó por 4 min a 10,000 rpm para 

separar las fases y se colectó la fase superior manteniéndola en hielo, de la 

cual se cargaron de 10-30 µl en el gel de agarosa con 5 µl de amortiguador de 

carga.  
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Selección del medio de crecimiento para la cepa B. subtilis LUW196-

pHP13 c550 

La cepa de B. subtilis LUW196 pHP13-c550 se creció en una caja fresca de 

medio LB agar que contenía 0.3 µg/ml Fle, 2.5 µg/ml Cm, 7.5 µg/ml Tet y 1.5 

µg/ml Em, después una colonia se creció por 23 hrs a 37 °C y 200 rpm en 3 ml 

de dos medios:  

 MSR que contenía 2.5 % bactotriptona, 2 % extracto de levadura, 

0.3 % K2HPO4 y 3 % succinato de sodio pH 7.5, suplementado con 

300 µl/L de solución de micronutrientes (2.2 % MnCl2, 0.5 % ZnSO4–

7H2O, 0.5 % H3BO3, 0.016 % CuSO4–5H2O, 0.46 % Co(NO3)2–6H2O 

y 0.5 % (v/v) H2SO4 concentrado) y sus respectivos antibióticos a las 

mismas concentraciones antes mencionadas.  

 MM que contenía 0.5 µg/ml Trp, 62 mM K2HPO4, 44 mM KH2PO4, 

11.4 mM K2SO4, 3.4 mM citrato de sodio, 0.8 mM MgSO4, 50 µM 

CaCl2, 24 µM FeCl3, 13 µM ZnCl2, 3 µM NaMoO4, 2.5 µM CuCl2, 2.5 

µM CoCl2, 1.32 µM MnSO4, suplementado con 0.5 % de glucosa y 

sus respectivos antibióticos a las mismas concentraciones antes 

mencionadas (Winstedt y von Wachenfeldt, 2000).  

Al día siguiente con esos cultivos se inocularon 1L de cada medio, se 

colectaron alícuotas de 15 ml a las 5, 9 y al término de las 23.5 hrs de 

crecimiento, para poder seleccionar el mejor tiempo y medio en contenido de 

citocromos.  

 

Las células se cosecharon, centrifugando por 20 min a 5000 rpm y 4 °C en el 

rotor GSA centrífuga Sorvall Evolution. El SN se decantó y la pastilla se 

resuspendió con amortiguador 100 mM de fosfatos de potasio pH 6.6, la pastilla 

resuspendida se centrifugó por 10 min a 11 000 rpm y 4 °C. El SN resultante se 

decantó nuevamente y se determinaron los gramos de células obtenidas en el 

sedimento (Konings y Freese, 1972).  

 

Preparación de membranas de Bacillus subtilis (Hägerhäll et al., 1992). 

Se prepararon membranas disolviendo las células a una concentración de 30 

g/L en amortiguador 50 mM de fosfatos de potasio pH 8.0, y se les agregó 0.1 
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mM final de AEBSF, 0.3 g/L de lisozima, 10 mg/L de DNAsa y RNAsa, todas las 

enzimas disueltas en el mismo amortiguador. Las células se incubaron 15 min 

a 140 rpm y 37 °C, después se les agregó 10 mM MgSO4 y mezcla de 

inhibidores de proteasas (250 mM ε-aminocaproico y 100 mM EDTA) en una 

proporción de 10 ml por cada 500 ml de cultivo dejando incubar 30 min más a 

37 °C y 140 rpm. Pasados los 30 min se agregó EDTA pH 7.4 a una 

concentración final de 15 mM y se incubó por dos minutos más. A continuación 

se agregó 1 M MgSO4 para incrementar la concentración final a 20 mM 

(tomando en cuenta la concentración inicial). 

Lo siguiente se realizó a 4 °C: se centrifugó a 5000 rpm por 20 min en la 

centrífuga Sorvall Evolution rotor GSA, todos los SN se centrifugaron a 11 000 

rpm por 42 min con el rotor GSA. El SN se decantó y la pastilla se resuspendió 

con amortiguador 100 mM fosfatos de potasio pH 6.6, llevando cada tubo a 40 

ml aproximadamente con el mismo amortiguador y centrifugado a 15,000 rpm 

por 15 min en el rotor SS-34. Finalmente la pastilla se resuspendió en el 

volumen mínimo del mismo amortiguador de fosfatos pH 6.6 y pasada a un 

tubo cónico de plástico limpio, donde se les agregó un volumen igual de 

glicerol, AEBSF a una concentración de 1 mM final y mezcla de inhibidores de 

proteasas en la misma proporción mencionada. Las membranas se 

almacenaron a -20 °C. 

 

Análisis de las cepas LUW196, LUW196 pHP13 y LUW196 pHP13-c550  

Con el medio seleccionado, se realizaron curvas de crecimiento hasta las 23.5 

hrs, de las cepas LUW196, LUW196 pHP13 y LUW196 pHP13-c550, inoculando 

100 ml del medio adicionados con sus respectivos antibióticos (si lo requerían), 

e incubando a 200 rpm y 37 °C.  

 

Posteriormente, una colonia de cada cepa: LUW196, LUW196 pHP13 y 

LUW196 pHP13-c550, se crecieron por 23 hrs a 37 °C y 200 rpm en 3 ml de 

MSR suplementado con 300 µl/L de solución de micronutrientes y sus 

respectivos antibióticos. Al día siguiente con ese cultivo se inoculó 1L del 

mismo medio y bajo las mismas condiciones, al término de las 23 hrs de 

crecimiento se revisó la D.O. a 600 nm que fuese igual a 4, realizando una 
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dilución 1:10 (Henning et al., 1995), y se procedió a cosechar, preparar 

membranas y determinar la concentración de citocromos como se describe 

más adelante. 

 

Cuantificación de proteína 

 Lowry, 1951; Markwell, 1978 

Con una solución 100 µg/ml de BSA se preparó una curva patrón por duplicado 

de un intervalo de concentración de 0 a 200 µl; a cada tubo se le agregó 1 ml 

de una mezcla de: 99 partes de “A” (2 % Na2CO3, 0.4 % NaOH, 0.2 % 

KNaC4H4O6-4H2O y 1 % SDS) y 1 parte de “B” (4 % CuSO4 -5H2O), y se incubó 

por 10 min. Después a cada tubo se le agregó 100 µl de Folin-Ciocalteau fenol 

diluído1:1 con agua y se dejaron incubar por 30 min más. 

Las membranas se diluyeron 1:100 con agua bi destilada y se colocaron por 

duplicado 20, 40 y 80 µl, agregando de igual manera solución A+B y Folin 

diluido. Todas las muestras se leyeron a 750 nm en el espectrofotómetro 

BioMate 3 Thermo, tomando como blanco uno de los tubos de la curva con la 

cantidad de 0 µl de BSA. Las absorbancias de las membranas se interpolaron a 

los obtenidos de la curva patrón obteniendo así la concentración de proteína de 

membrana en µg/µl. 

 

 Determinación alterna de la concentración de proteína por su 

absorbancia a 280 nm (U.V.) (Glick y Pon, 1995) 

10 µl de las membranas se disolvieron en 990 µl de una solución 0.6 % SDS en 

H2O dd, la mezcla se agitó fuertemente y se centrifugó a 13 000 rpm por 3 min 

a 4 °C. Para calcular la concentración, el sobrenadante se leyó en un 

espectrofotómetro BioMate 3 Thermo a 280 nm, considerando que a una 

absorbancia de 0.12 la concentración será de 10 mg/ml. 

 

Determinación de la concentración de citocromos en membranas de 

Bacillus subtilis 

Se realizaron espectros de absorción en un rango de 400-650 nm en un 

espectrofotómetro con doble haz de luz marca Aminco DW2 con modernización 

OLIS (Bogart, GA). Se utilizó el modo SPLIT (un haz de luz de cierta longitud 
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de onda pasa por las celdillas de referencia y muestra) y una apertura o ancho 

de haz de 3 nm.  Se colocó amortiguador 100 mM de fosfatos de potasio pH 

6.6 en ambas celdillas y se calibró a 0 de absorbancia para obtener una línea 

base. Posteriormente se colocó una dilución 1:5 de las membranas aisladas en 

la celdilla de muestra, de la que se obtuvo el espectro de absorción oxidado. A 

continuación se le agregaron unos granos de hiposulfito de sodio (ditionita de 

sodio) frescos y se obtuvo el espectro de absorción de las membranas 

reducidas con ditionita. Finalmente restando el espectro reducido menos el 

oxidado, se obtuvo el espectro diferencial, a partir del cual se sacaron los datos 

de absorbancia de los valles y picos alfa de los citocromos: a = 600 nm, b = 

560 nm y c = 550 nm; utilizando la Ley de Lambert-Beer y los ε de cada 

citocromo (a = 16.5 mM-1 cm-1, b = 20 mM-1 cm-1 y c = 19 mM-1 cm-1 (de Vrij et 

al., 1987)) se calculó la concentración. Usando estos datos y la concentración 

de proteína promediada obtenida por Lowry/UV se obtuvo la concentración de 

nmoles de citocromo por mg-1 de proteína de cada citocromo.    

 

Proteólisis de Metil éster de Na-Benzoil-L-Arginina (BAME) 

(http://www.sigmaaldrich.com) 

Se preparó una solución madre de 0.56 mM de BAME en amortiguador 67 mM 

de fosfatos de sodio pH 7.6, se disolvieron 0.01 g de tripsina tratada con TPCK, 

Sigma en 10 ml de 1 mM HCl. Ambas soluciones se mantuvieron en hielo. 

Se realizaron las siguientes mezclas a temperatura ambiente en 3.2 ml, la 

tripsina se agregó al final, después la mezcla se agitó con vortex por 3 seg y  

vertió en una celdilla de cuarzo, para monitorear la cinética por 5 min a una 

absorbancia de 253 nm, en un espectrofotómetro BioMate 3 Thermo.  

 

 Bco 100 U tripsina 200 U tripsina 400 U tripsina 

BAME (stock) 0.67 ml stock + 2.33 ml amortiguador fosfatos sodio 
1 mM HCl 0.2 ml - - - 
Solución de 
tripsina 

- 6.5 µl solución + 
193.5 µl HCl 

13 µl solución + 
187 µl HCl 

26 µl solución + 
174 µl HCl 

  

Se obtuvo la pendiente como ΔA253 nm/minuto y se determinaron las 

Unidades de BAME liberadas por ml de enzima utilizada: 

 

http://www.sigmaaldrich.com/
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Donde:  

df  = factor de dilución 

0.01 = cambio en A253 nm/min por unidad de tripsina 

VE = volumen de la enzima usada en ml 

 

Obtención del fragmento soluble del citocromo c550 (modificado de von 

Wachenfeldt y Hederstedt, 1993) 

Las membranas aisladas de B. subtilis LUW196 pHP13-c550, se lavaron (para 

retirar los inhibidores de proteasas) con amortiguador 0.1 M fosfatos de potasio 

pH 6.6, en una relación 1:1 (v/v), centrifugando a 15,000 rpm por 15 min y 4 °C 

en una centrífuga Beckman Coulter, modelo AVANTI J26XPI y rotor JA-25.5. 

La pastilla se resuspendió en el volumen inicial de membranas con el mismo 

amortiguador, y después se diluyeron en amortiguador 50 mM Na-Mops/Cl pH 

7.6 a un volumen final de 210 ml por g de proteína. Se agregó tripsina tratada 

con TPCK a temperatura ambiente, en una relación de 100 U de tripsina por 

5.2 nmoles citocromo c/ que equivalen a 3.7 mg proteína de membrana, se 

mezcló bien y se dejó incubar por 20 min a 30 °C. Posteriormente se centrifugó 

por 45 min a 4 °C y 20 000 rpm en la misma centrífuga y rotor. El sobrenadante 

se decantó cuidadosamente, se le realizó un espectro de absorción, y en base 

a la cantidad de nmoles de citocromo c, se agregaron 400 U más de tripsina 

tratada con TPCK. La mezcla se incubó por 25 min a 30 °C y al término se 

detuvo la proteólisis agregando 1 mM AEBSF.  

El sobrenadante se precipitó con 20 % de TCA, con respecto al volumen final 

de la muestra a precipitar a partir de una solución al 100 % TCA, después de 

incubar por 30 min en hielo se centrifugó en tubos de vidrio por 30 min a 4000 

rpm y 4 °C en una centrífuga Hermle Z383K. La pastilla se resuspendió en 1 ml 

de 73 % acetona pre-enfriada a -20 °C para remover el ácido. En tubos de 

1.5ml de plástico, la muestra se centrifugó por 15 min a 13 000 rpm y 4 °C en 

una microcentrífuga 5418 Eppendorf. Finalmente el sobrenadante se removió, 
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se dejó airear el tubo en el hielo para evaporar el resto de la acetona y la 

pastilla se resuspendió en 1 ml de amortiguador 20 mM MOPS-Na pH 7.4. 

El citocromo concentrado se cargó en una resina de intercambio iónico DEAE 

Biogel A (columna de 2.8 cm de diámetro x 16 cm de  altura), equilibrada con 

50 mM Tris/HCl pH 8.6 a 4 °C. La cromatografía se lavó con un volumen de 

columna de 10 mM NaCl seguida por un gradiente de 10–500 mM NaCl de tres 

volúmenes de columna. Las fracciones que contenían el fragmento soluble del 

citocromo se concentraron utilizando unidades de filtración Millipore Amicon® 

Ultra 3K. Este concentrado se cargó en otra columna con la resina de filtración 

en gel Sephadex G-50 fina (2.8 x 16 cm) equilibrada con 50 mM Tris/HCl pH 

8.6, y nuevamente las fracciones que contenían el fragmento soluble del 

citocromo se concentraron utilizando unidades de filtración Millipore Amicon® 

Ultra 3K. El citocromo c soluble se almacenó con  1 mM AEBSF a -70 °C hasta 

su uso. 

 

Análisis de las fracciones obtenidas por medio de geles de poliacrilamida 

SDS (Laemmli, 1970) 

Se corrieron electroforesis en geles de placa (16 x 16 cm y 1.5 mm de grosor). 

El gel separador se preparó con 14 % de acrilamida más 0.37 % bis-acrilamida, 

0.38 M Tris pH 8.3 más 0.1 % SDS, 0.036 % PSA y 0.04% TEMED todo en un 

volumen final de 10 ml (aforado con H2O bi-destilada). El gel condensador de 5 

% de acrilamida más 0.13 % bis-acrilamida, 0.125M Tris pH 6.8 más 0.1 % 

SDS, 0.036 % PSA y 0.04 % TEMED en  un volumen final de 5 ml (aforado con 

H2O bi-destilada). El amortiguador de corrida 5X contenía 0.12 M Trizma, 0.95 

M Glicina y 17.33 mM SDS. Se utilizaron marcadores pre-teñidos Nippon 

Genetics con un rango de 175 a 15 kDa y se les agregó 0.2 nmoles de 

citocromo c de corazón de caballo. Para las muestras se utilizaron 0.2 nmoles 

de citocromo c y se les añadió amortiguador de carga (10 % glicerol, 2.3 % 

SDS, 62.5 mM Tris/Cl pH 6.8, 5 % β-Mercaptoetanol ó 0.1 M ditiotreitol (DTT) y 

0.001 % azul de bromofenol) en relación 1:4. Los geles se corrieron a 50 V 

durante 40 minutos, y después a 120 V por 1.15 hrs vigilando que no se saliera 

el frente del gel. 
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Análisis de las fracciones obtenidas por medio de geles Tricina SDS-

poliacrilamida (Schägger y von Jagow, 1987) 

Se corrieron electroforesis en geles de poliacrilamida (16 x 16 cm, y 1.5 mm de 

grosor) con gel separador de 16 % de acrilamida más 0.48 % bis-acrilamida, 

0.93 M amortiguador de geles (3 M tris/HCl pH 9.0), glicerol 9.6 % final, PSA 

0.033 % final y TEMED 0.04 % final. El gel condensador de 4 % de acrilamida 

más 0.18 % bis-acrilamida, 0.75 M amortiguador de geles, PSA 0.33 % final y 

TEMED 0.05 % final, todo en un volumen final de 8 ml (aforado con H2O di-

destilada). El amortiguador superior contenía 0.1 M Tris, 0.1 M Tricina y 0.1 % 

SDS y el inferior 0.2 M Tris/HCl pH 8.9. Se utilizaron marcadores pre-teñidos 

Nippon Genetics con un intervalo de 170 a 15 kDa y se les agregó 0.2 nmoles 

de citocromo c de corazón de caballo. Se utilizaron  0.2 nmoles de citocromo c 

de membranas tratadas con solución digestora que contenía 100 mM Tris/HCl 

pH 6.8, glicerol 30 % y pizca de azul de bromofenol más 2.5 % de SDS para 

0.1 nmoles de membranas, 5 % de SDS y sin SDS para las fracciones 

tripsinizadas para evitar su desnaturalización. Las muestras se calentaron por 5 

min a 60-75 °C para proteínas solubles y a cada muestra se les agregó AEBSF 

a una concentración final de 0.1 mM antes de cargar al gel. Finalmente los 

geles se corrieron a 50 V por 3 hrs y después a 120 V por 16 hrs a temperatura 

ambiente. 

 

Análisis de las fracciones obtenidas por medio de geles Tricina-SDS con 

gradiente del 10-14 % (Schägger y von Jagow, 1987) 

Se corrieron electroforesis en geles de gradiente de poliacrilamida (16 x 16 cm, 

y 1.5 mm de grosor) utilizando dos soluciones para el gel separador: una 

conteniendo 10 % acrilamida más 0.3 % bis-acrilamida, 0.93 M amortiguador 

de geles, 9.6 % glicerol, 0.033 % PSA y 0.04 % TEMED final; la segunda 

contenía 14 % acrilamida más 0.4 % bis-acrilamida, 0.93 M amortiguador de 

geles, 9.6 % glicerol, 0.033 % PSA y 0.04 % TEMED. El gel condensador se 

preparó con 4 % de acrilamida más 0.18 % bis-acrilamida, 0.75 M amortiguador 

de geles, PSA 0.33 % final y TEMED 0.05 % final, todo en un volumen final de 

8 ml (aforado con H2O bi-destilada). Los amortiguadores superior e inferior son 

los mismos antes mencionados y las muestras procesadas de la misma 
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manera, utilizando los marcadores pre-teñidos Nippon Genetics con un 

intervalo de 170 a 15 kDa. Los geles se corrieron a 50 V por 3 hrs y después a 

120 V por 16 hrs a temperatura ambiente 

 

Análisis de las membranas obtenidas por medio de Geles Claros Nativos 

de alta resolución (1D) (Wittig et al., 2007): 

A 4 °C se tomó 1 ml de membranas de cada cepa y se les agregó a cada una 3 

ml de amortiguador 50 mM Tris pH 8.0, 10 mM EDTA, 0.1 % azida de sodio, 

0.2 M NaCl y 0.1 mM AEBSF, se mezcló bien y se centrifugó a 45 000 rpm por 

25 min y a 4 °C en una centrífuga Sorvall Ultra Pro 80, usando el rotor T875. La 

pastilla se resuspendió en el amortiguador de muestra: 50 mM NaCl, 50 mM 

Imidazol/HCl, 2 mM ácido aminocaproico y 1 mM EDTA pH 7.0, en una relación 

de 400 µl por 4 mg proteína. En un frasco vial y a 4 °C se incubó en agitación 

durante 30 min cada muestra con 0.6 mg DDM/mg proteína, y 0.1 mM AEBSF. 

Se centrifugó cada muestra a 40 000 rpm por 10 min y 4 °C. Inmediatamente 

después los sobrenadantes se recuperaron, se les agregó 1 mM AEBSF y se 

les realizaron espectros de diferenciales de absorción (ditionita menos 

oxidado). 

 

Se corrieron electroforesis en placa (16 x 16 cm y 1.5mm de grosor). El gel 

separador se preparó con un gradiente del 4% al 13 % de poliacrilamida, la 

solución al 4 % contenía 0.12 % Bis-acrilamida, 6 ml amortiguador de gel 3x 

(pH 7.0, 50 mM ácido aminocaproico y 15 mM Bis-Tris), 0.03 % PSA y 0.03 % 

TEMED, todo en un volumen final de 18 ml. La mezcla del 13 % contenía 

además 5 ml amortiguador de gel 3x, 21.3 % glicerol, 0.03 % TEMED y 0.03 % 

PSA en un volumen final de 14 ml (aforado con H2O dd). El gel condensador se 

preparó al 4 % acrilamida, 0.12 % Bis-acrilamida, 3.33 ml amortiguador de gel 

3x, 0.066 % TEMED y 0.053 % PSA en un volumen final de 8 ml. El 

amortiguador superior a pH 7.0 contenía 50 mM Tricina, 15 mM Bis-Tris, 0.02 

% DDM y 0.05 % desoxicolato, y el amortiguador inferior a pH 7.0 contenía 15 

mM Bis-Tris. A las muestras solubilizadas se les agregó rojo de Ponceau S 

como frente y 8.3 % glicerol. Se utilizaron los marcadores de peso molecular 

pre-teñidos Nippon Genetics con un rango de 170-15 kDa; el gel se cargó a 4 
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°C y se corrió a 100 V, 20 mA y 250 W por 90 min, y después a 500 V, 20 mA y 

250 W por 180 min. 

 

Análisis de 2D de los geles claros nativos por medio de geles de 

poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS) (Schägger et al., 

1994) 

Los geles de primera dimensión se retiraron de las placas y se cortaron en tiras 

correspondiendo a cada carril del gel, después se incubaron a temperatura 

ambiente y en agitación durante 1 hr en el amortiguador de incubación (2.5 % 

dodecil sulfato de sodio, 10 % glicerol, 62.5 mM Trizma base y 10 mM DTT). 

Posteriormente las tiras se secaron de 10-20 min sobre las placas de vidrio (16 

x 16 cm), y se procedió a preparar el gel separador que contenía 14 % 

acrilamida, 0.4 % bis-acrilamida, 996.3 mM Tris pH 8.45, 0.3 % SDS, 79.5 % 

glicerol, 0.033% TEMED y 0.033 % PSA. El gel condensador contenía 4 % 

acrilamida, 0.13 % bis-acrilamida, 745 mM Tris pH 8.45, 0.3 % SDS, 0.066 % 

TEMED y 0.066 % PSA. Se utilizaron los marcadores de peso molecular pre-

teñidos Nippon Genetics con un rango de 170-15 kDa; finalmente los geles se 

corrieron a temperatura ambiente a 45 V por 3 hrs y después a 120 V por 12 

hrs.  

 

Tinción de geles para grupos hemo unidos covalentemente (Thomas et 

al., 1976) 

Se mezclaron 3 partes de una solución fresca de 6.3 mM TMBZ en metanol con 

7 partes de 0.25 M acetato de sodio pH 5.0. Cuando los geles terminaron de 

correr, se sumergieron en esta mezcla en agitación de 50 rpm y se cubrieron 

con aluminio por 1 hr. Posteriormente se les agregó 30 mM peróxido de 

hidrógeno  y la tinción se monitoreó a los 3, 5 y 30 min. Pasado este tiempo se 

lavaron con una mezcla de isopropanol – 0.25 M acetato de sodio en 

proporción 3:7,  y se capturaron sus imágenes digitales en un escáner HP 

Scanjet 4070 Photosmart, España. 

 

Tinción con azul de Coomassie (Laemmli, 1970) 

Después de digitalizar los geles revelados con TMBZ, los geles se sumergieron 

en una solución de azul de Coomassie R250 (50 % metanol, 10 % ácido 
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acético y 0.25 % azul brillante de Coomassie) durante 1 hr en agitación de 50 

rpm. Posteriormente se lavaron con una solución 50 % metanol 50 % H2O dd 

por 30 min en agitación, y revelados con una solución desteñidora que contenía 

25 % etanol, 7 % ácido acético y H2O dd en agitación hasta que el fondo 

estuviese claro. De igual manera se digitalizaron en un escáner HP Scanjet 

4070 Photosmart. 

 

Ensayos de actividad del complejo b6c por medio por  medio del uso de la 

Ferredoxina: NADP+ reductasa (FNR) de Fremyella diplosiphon 

Para medir la actividad del complejo b6c de B. subtilis, era necesario encontrar 

una manera alterna sin utilizar a la succinato deshidrogenasa para reducir a las 

naftoquinonas utilizadas. Con este objetivo, se utilizó la FNR de Fremyella 

diplosiphon (previamente purificada y donada por el Dr. Carlos Gómez Lojero 

del CINVESTAV-Zacatenco). Los ensayos se realizaron utilizando un 

espectrofotómetro de doble haz, doble longitud de onda Aminco DW2 con 

modernización OLIS (Bogart, GA EUA), con un paso de luz de 3 nm. 

Utilizando el modo SPLIT (una longitud de onda específica, 340 nm pasa a 

través de las celdillas de referencia y muestra), se realizaron los siguientes 

experimentos. a) Reducción de quinonas con la siguiente secuencia: NADPH 

 FNR  Q y b) un control de reducción química NADPH  Q. En una celdilla 

de 1.2 ml de capacidad y un cm de paso de luz, se colocó amortiguador de 

actividad (250 mM de sacarosa, 0.01 % Tween-20, 1 mM NaN3 y 50 mM de 

fosfatos de potasio pH 7.0 ó 6.8). Se añadieron los reactivos en el siguiente 

orden: 0.14 U FNR, 15 µM quinonas y NADPH separados por lapsos de 15-20 

seg.   

Se monitoreó la reducción del citocromo c en el modo DUAL, es decir, 

utilizando dos longitudes de onda 550 y 540 nm que pasan a través de la 

celdilla de muestra. De igual manera se realizaron controles de reducción 

química, en este caso 2: 1) NADPH  FNR  Q  citocromo c  y 2) NADPH 

 FNR  Q  b6c. Y el ensayo completo contenía NADPH  FNR  Q  

b6c (membranas)  citocromo c. En una celdilla de 1.2 ml de capacidad y un 

cm de paso de luz, se colocó amortiguador de actividad pH 7.0 ó 6.8 (según 

sea el caso) y se calibró a 0 de absorbancia. Después se arrancó la reacción y 
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se añadieron los reactivos en el siguiente orden: 0.14 U FNR, 15 µM quinona, 

0.3 mg membranas  (dilución 1:3 con amortiguador de actividad e incubadas en 

hielo por 30 min), 15 µM citocromo c y 15 µM NADPH separados por lapsos de 

15 seg. Para el control de reducción química 1) se colocó en el siguiente orden: 

0.14 U FNR, 15 µM quinona, 15 µM citocromo c y 15 µM NADPH separados 

por lapsos de 15 seg; para el control de reducción química 2) se colocó: 0.14 U 

FNR, 15 µM quinona, 0.5 mg membranas  (dilución 1:3 con amortiguador de 

actividad e incubadas en hielo por 30 min) y 15 µM NADPH separados por 

lapsos de 15 seg. En la parte de abajo se muestran los solventes utilizados 

para cada reactivo, así como sus ε utilizados para determinar la concentración.  

 

Tabla 1. Información de los reactivos utilizados. 

REACTIVO ADQUIRIDO SOLVENTE 
PICO 
ABS. 
(nm) 

ε OXIDADO 

(mM
-1

cm
-1

) 
REFERENCIA 

NADPH Fluka 50mM Tris pH 8.0 340 6.22 Ansari et al., 2008 

Citocromo c 
corazón de caballo 

Sigma H2O dd 550 21.5 
Covian y Trumpower, 

2009 

Citocromo c550 Purificado 
Amortiguador de 
actividad pH 7.0 

550 19 De Vrij et al., 1987 

 
 

Las naftoquinonas utilizadas para la caracterización fueron: 2-Metil-3 Fitil- 1,4 

Naftoquinona (Filoquinona), 2- Metil- 1,4 Naftoquinona (Menadiona), 5-Hidroxi- 

1,4 Naftoquinona (Juglona), 5-8 Dihidroxi- 1,4 Naftoquinona (Naftazarina) y 

Tetrametil p-benzoquinona (Duroquinona), en la siguiente tabla se indica el 

solvente en el que se encuentran y sus ε utilizados para determinar la 

concentración. 

 

 

Tabla 2. Información de las quinonas utilizadas. 

QUINONA ADQUIRIDO SOLVENTE 
PICO ABS. 

(nm) 
ε OXIDADO 

(mM
-1

cm
-1

) 
REFERENCIA 

Naftazarina Fluka DMSO 273 17.4 Bergsma et al., 1982  

Juglona Sigma ETOH 270 11.3 Bergsma et al., 1982 

Menadiona Sigma ETOH 262 19 Inouye et al., 1999 

Filoquinona Donado ETOH 245 15.4 Inouye et al., 1999 

Duroquinona Sigma ETOH 263 21.64 Merker et al., 2006 
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Resultados 

 

 Extracción de los plásmidos pHP13 y pHP13-c550 de B. subtilis 168 

Se procedió a extraer los plásmidos de B. subtilis 168-pHP13 y B. subtilis 

pHP13-c550. En la figura 11 se muestra un gel de agarosa al 1 % en TBE, de la 

doble digestión con las enzimas EcoRI y BamHI, y el producto de PCR de la 

construcción pHP13-c550, donde se pudo observar el tamaño del inserto y el 

amplificado esperado, de 600 pb. 

 

 

 
 

Figura 11. Plásmido pHP13-c550 extraído de B. subtilis 168. Carril 1. Marcador de peso molecular 0.25 

µg, Carril 2. Doble digestión con EcoRI/BamHI ~1 µg, 3. PCR 0.1 µg DNA como templado. 

 

 

 

 Transformación de E. coli DH5αcon los plásmidos pHP13 y pHP13-c550  

Debido a que el plásmido pHP13 es de bajo número de copias en B. subtilis, se 

transformó a E. coli DH5αpara multiplicar la cantidad de plásmido, y 
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transformar a la mutante B. subtilis LUW196. En la Fig. 12 se muestra el 

análisis de los plásmidos purificados de E. coli DH5α transformada. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Gel de agarosa 1% en TBE. Carril 1. Marcador de peso molecular 0.25 µg, Carril 2. Plásmido 

pHP13-c550 sin digerir (~0.1 µg), Carril 3. Plásmido pHP13 sin digerir (~0.1 µg), Carril 4. Doble digestión 
con EcoRI/BamHI (~1 µg).  

 

 

 

 Células competentes y transformación de B. subtilis LUW196 con los 

plásmidos pHP13 y pHP13-c550 

B. subtilis LUW196 posee un genotipo ΔctaCD::ble, ΔcydABCD::cat y 

ΔythAB::tet (resistencia a Fle, Cm y Tet respectivamente) por lo que antes de 

transformarla con el plásmido se estabilizó en presencia de los tres antibióticos. 

Primero se creció en cajas con la mitad de las concentraciones reportadas (0.3 

µg/ml Fle, 2.5 µg/ml Cm y 7.5 µg/ml Tet), y después con el doble de estas 

concentraciones. 

 

La competencia de Bacillus ocurre a principios de la fase estacionaria por un 

cambio descendente nutricional, en la figura 13 se muestra la curva de 

crecimiento y se indica la D.O. a la cual se alcanza aproximadamente dicha 

competencia, también conocida como tiempo 0 (T0). 



 
 

 
38 

 

 
Figura 13. Curvas de crecimiento de las cepas 168 en azul y LUW196 en verde de B. subtilis, en las que 

se indica el momento en el que se obtuvo la competencia. Partiendo de inóculos con una absorbancia 
inicial de ~ 0.1 a 600nm, se inocularon cultivos de 50 ml y se monitoreó su crecimiento cada hora.  

 

 

Al final de la transformación, las cepas 168 y LUW196, con pHP13 y pHP13 

c550 se crecieron en cajas con 3 µg/ml Em (para la selección del plásmido) más 

Trp 20 µg/ml. Las transformantes crecidas se estriaron dos veces en nuevas 

cajas con antibióticos: cajas con Em 3 µg/ml y cajas con los 4 antibióticos a 

bajas (Em 1.5, Fle 0.3, Cm 2.5 y Tet 7.5 µg/ml) y altas concentraciones (Em 3, 

Fle 0.6, Cm 5 y Tet 15 µg/ml) para eliminar posibles falsos positivos. Para la 

mutante LUW196 pHP13-c550 se obtuvieron 18 clonas, 10 de las cuales (Fig. 

14) se analizaron por medio de un gel tipo cracking (clonas lisadas y 

calentadas), parar observar la presencia y tamaño de los plásmidos (Fig. 15). 

Se observó que todas las clonas (carriles 1-5 y 9-13) presentaron una banda 

que coincide con uno de los tamaño de los plásmidos pHP13 y pHP13 c550 

super-enrrollados extraídos de E. coli DH5α considerados como control. 

 

De las 10 clonas analizadas, tres se seleccionaron para determinar la identidad 

del plásmido por digestiones con EcoRI/BamHI y por reacciones de PCR (Fig. 

16). La clona 3 mostró el fragmento de 600 pb correspondiente al inserto del 

c550, sin embargo no se obtuvo amplificado del mismo tamaño en el PCR. La 

clona 11 mostró el fragmento de 600 pb por digestión así como el amplificado 

del tamaño esperado. La clona 13 no mostró ni liberación del fragmento ni 

amplificación.  
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Figura 14. Cajas de LB- Em 3µg/ml con las bacterias crecidas por segunda vez mostrando las 10 clonas 

seleccionadas. 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 15. Gel de agarosa al 1% en TBE por el método de lisado de las clonas transformadas. Carriles 

6, 7 y 8: plásmido pHP13 extraído de E. coli DH5α, el marcador de peso molecular de 1kb y el plásmido 
pHP13 c550 extraído de E. coli DH5α (respectivamente) utilizados como controles. En los primeros y 

últimos 5 carriles se muestran las 10 clonas seleccionadas, numeradas de izquierda a derecha. Las 
estrellas azules marcan las posibles clonas positivas que se eligieron para seguir el análisis.  

 
 
 
 
 

1       2      3       4       5                                  9      10     11     12    13 
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Figura 16. Gel de agarosa al 1% en TBE. 1. Marcador de peso molecular 1kb; 2 y 3. Doble digestión y 

PCR de la clona 3 LUW196 pHP13 c550;  4 y 5. Doble digestión y PCR de la clona 8 LUW196 pHP13 c550;  
6. Marcador de peso molecular de 100pb; 7. Doble digestión del plásmido pHP13 c550 extraído de E. coli, 
tomado como control; 8. Marcador de peso molecular 1kb; 9 y 10. Doble digestión y PCR de la clona 10 
LUW196 pHP13 c550. 
 

 

 

Para la transformación de LUW196 con el plásmido pHP13 se obtuvieron 45 

clonas, de las cuales solo 14 de ellas mantuvieron su crecimiento después de 

dos pases en cajas con 3 µg/ml Em (Fig. 17). En presencia de los 4 antibióticos 

a bajas y altas concentraciones  (Fig. 18).  

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 17. Cajas de LB-Em 3µg/ml  donde crecieron las 45 clonas obtenidas en la transformación, arriba 

primer pase y abajo segundo pase. 
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Figura 18. Cajas de LB-Em 3 µg/ml en las que crecieron las 13 clonas positivas con los cuatro 

antibióticos a bajas concentraciones (izquierda) y altas concentraciones (derecha). 

 

 

Las 14 clonas positivas se analizaron en un gel “cracking” (Fig. 19) donde se 

observó que todas presentaron tres bandas, una en la parte superior del gel, 

indicativa de la presencia de DNA cromosomal, otra correspondiente al 

plásmido con un tamaño de ~4900pb correspondiente al vector, y un 

difuminado en la parte inferior que muestra la presencia de RNA.  

 

 

Figura 19. Gel cracking de agarosa al 1% en TBE de las 14 clonas de LUW196 transformadas con el 

plásmido pHP13. En los carriles centrales se encuentra el marcador de peso molecular de 1 kb (MPM 
1kb) y el plásmido pHP13 extraído de E. coli considerado como control.  
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Posteriormente sólo 4 se seleccionaron para confirmar su identidad, realizando 

dobles digestiones con las enzimas EcoRI/BamHI y PCR´s, mostrando así que 

sólo se encontraba el vector de 4900 pb sin liberación ni amplificación de 

inserto de 600 pb (Fig. 20A y B). 

 

 
Figura 20. Geles de agarosa al 1% en TBE. A. Dobles digestiones con EcoRI/BamHI; y B. PCR´s con 

oligonucleótidos específicos para el citocromo c550 de las cuatro clonas seleccionadas de la 
transformación. Los plásmidos pHP13 y pHP13 c550 (E. coli) se tomaron como control. 

 
 
 
 
 
 

 Selección del medio de crecimiento para la cepa B. subtilis LUW196-

pHP13 c550 

Se realizaron curvas de crecimiento de la cepa de B. subtilis LUW196 pHP13 

c550  en dos medios diferentes (MSR  suplementado con 3 % succinato y MM 

con 0.5 % glucosa) (Fig. 21A) con el objetivo de seleccionar aquel con el que 

se obtuviese un mejor rendimiento de citocromo c. El MM presentó un retraso 

para alcanzar la fase estacionaria, pero al término de las 23.5 hrs, ambos 

mostraron la misma D.O. También se observó que ambos cultivos cambiaron 

de color, el MM de ser transparente se tornó rosa, y el MSR de café a naranja 

(Fig. 21B). 

 

Se prepararon membranas de las alícuotas tomadas a las 5, 9 y 23.5 hrs de 

crecimiento, separando el medio de cultivo, las membranas y el citoplasma. Por 

medio de espectros de absorción diferenciales de cada una de estas 
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fracciones, se determinó que en MSR a las 23.5 hrs se encontraba el mayor 

contenido de citocromo c550 (Fig. 22). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 21. A. Curvas de crecimiento en dos medios diferentes de la cepa B. subtilis LUW168 pHP13-

c550, MSR con 3% succinato- línea amarilla y MM con 0.5% de glucosa- línea rosa. B. Comparación del 

color de los cultivos a las 23.5hrs de crecimiento. 
 

 
 
 
 
 

 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 22. Espectros diferenciales de absorción (ditionita menos oxidado) en el rango de 500-650 nm de 

las membranas de la cepa B. subtilis LUW168 pHP13 c550 crecida en MM (izquierda) y MSR (derecha) a 

las 5, 9 y 23.5 hrs de crecimiento (azul, rojo y verde respectivamente). Inserto- amplificación. Únicamente 
se muestra el resultado final.  

 

 

A. B. 
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 Curvas de crecimiento y contenido de citocromos en MSR 

Se realizaron curvas de crecimiento hasta las 23.5 hrs de las cepas LUW196, 

LUW196 pHP13 y LUW196 pHP13 c550 para descartar algún efecto en el 

crecimiento a causa del plásmido o la sobreexpresión del citocromo (Fig. 23). 

Posteriormente, se obtuvieron membranas a partir de  1 Lt MSR con sus 

respectivos antibióticos (a bajas concentraciones) por 23.5 hrs de cada cepa 

(Fig. 24). 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 23. Curvas de crecimiento de las 3 cepas en MSR. 

 
 
 
 
 
 
 

  

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 24. Pellet de las células cosechadas de 1 Lt de cultivo a las 23.5 hrs en MSR de las cepas 

LUW196, LUW196 pHP13 y LUW196 pHP13-c550 (izquierda a derecha) 
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Se obtuvo la concentración de proteína de las membranas por el método de 

Lowry y UV, se les realizaron espectros de absorción diferenciales (ditionita 

menos oxidado, Fig. 25). Como se muestra en la Tabla 3, la  cepa LUW196 

pHP13 c550 muestra la sobreexpresión del citocromo c550. Además las 

membranas se analizaron con geles bidimensionales CN- SDS PAGE para ver 

la sobreexpresión de la proteína (ver Apéndice I, Figs. 58 y 59). 

 

 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 25. Espectros diferenciales de absorción (ditionita - oxidado) en el intervalo de 500-650 nm de las 

membranas obtenidas de las cepas LUW196 (azul), LUW196 pHP13 (rojo) y LUW196 pHP13 c550 (verde). 

 

 
 
 
 
 
 

Tabla 3. Cantidad de proteína, concentración y estequiometria de citocromos de las membranas 

extraídas de las cepas LUW196, LUW196 pHP13 y LUW196 pHP13 c550. 
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 Pruebas de tripsinización de las membranas de LUW196-pHP13 c550 

Se realizaron pruebas de proteólisis utilizando 100 U de tripsina y 0.6 mg de 

proteína (basados en pruebas con la silvestre, datos no mostrados). Al 

sobrenadante resultante de la tripsinización, se le hicieron espectros de 

absorción y se cargaron 0.2 nmoles de citocromo c en un gel con gradiente 10-

14 % de poliacrilamida con el método de Schägger y von Jagow (Fig. 26).  

 

 
 

Figura 26. Geles de poliacrilamida SDS por el método de Schägger y von Jagow con un gradiente del 

10-14 %. A Tinción con TMBZ, B. Tinción con azul de Coomassie. Para ambos casos 1. MPM 30 µl; 2. 
Membranas sin tripsinizar de la cepa LUW196 pHP13 c550 (0.1 nmoles citocromo c); 3. Membranas de B. 
subtilis 168 (0.1 nmoles citocromo c); 4. 0.2 nmoles del sobrenadante obtenido de la tripsinización de 
membranas de la cepa LUW196 pHP13 c550. La flecha roja indica el citocromo c obtenido de ~ 12 kDa. 

 

 

 

Se observó que la banda de citocromo c obtenida era de ~12kDa 

correspondiente al c550 completo, por lo que se decidió realizar una doble 

tripsinización del sobrenadante con 100 U de tripsina TPCK, para 1.86 mg, 3.7 

mg y 7.4 mg de proteína membranal inicial. Los sobrenadantes se analizaron 

por medio de espectros de absorción y cargando 0.2 nmoles en el mismo tipo 

de gel (Fig. 27).  
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Figura 27. A., B. y C. Espectros diferenciales de absorción (ditionita menos oxidado) en el intervalo de 

500-650 nm de la doble proteólisis con 100 U de tripsina cada una, de 1.86 mg, 3.7 mg y 7.4 mg 
respectivamente de membranas de la cepa LUW196 pHP13 c550. D. y E. Gel de poliacrilamida SDS por el 
método de Schägger y von Jagow con un gradiente del 10-14 % teñidos con TMBZ y azul de Coomassie 
respectivamente de la 1ª y 2ª tripsinización (0.2 nmoles citocromo c en cada carril). 

 

 

 

Se apreció que se comenzaba a liberar un poco del citocromo c, por lo que se 

decidió incrementar la cantidad de tripsina utilizando en esta ocasión 100 U 

para la 1ª y 400 U para la 2ª (Fig. 28), consiguiendo el  fragmento de ~6.2 kDa. 

 

Debido a la liberación parcial del fragmento soluble, se incrementó el tiempo de 

incubación de 15 min a 30 y 60 min en la segunda tripsinización, logrando 

finalmente la liberación completa del fragmento de ~6.2 kDa (Fig. 29).   
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Figura 28. A., B. y C. Espectros diferenciales de absorción (ditionita menos oxidado) en el rango de 500-

650 nm de la doble proteólisis con 100 y 400 U de tripsina, de 1.86 mg, 3.7 mg y 7.4 mg respectivamente 
de membranas de la cepa LUW196 pHP13 c550. D. y E. Gel con un gradiente del 10-14 % de 

poliacrilamida SDS por el método de Schägger y von Jagow teñidos con TMBZ y azul de Coomassie 
respectivamente de la 1ª y 2ª tripsinización (0.2 nmoles citocromo c en cada carril). La flecha roja muestra 
el fragmento soluble de ~ 6.2 kDa. 
 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 29. Gel de poliacrilamida SDS por el método de Schägger y von Jagow con un gradiente del 10-

14 % teñidos con A. TMBZ y B. azul de Coomassie, de la segunda incubación por 30 y 60min del 
sobrenadante con 400 U de tripsina (0.2 nmoles citocromo c en cada carril). 
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Para obtener una gran cantidad del fragmento soluble del citocromo c550, se 

procedió a crecer, cosechar y preparar membranas a partir de 16 litros de 

cultivo en MSR de la cepa LUW196-pHP13 c550. Se obtuvieron 200.81 g de 

bacterias y 125 ml de membranas, con una concentración de proteína de 20.35 

mg/ml y 2.7 g de proteína total. En la figura 30 se muestran los espectros 

diferenciales de esas membranas, y en la tabla 4 la concentración y relación de 

citocromos. 

 
 
 

 
Figura 30. Espectro diferencial de absorción ditionita menos oxidado en el rango de 500-650 nm de las 

membranas extraídas de LUW196 pHP13 c550. 

 

 

 

 

Tabla 4. Contenido de proteína y estequiometria de citocromos de las membranas extraídas de la cepa 

LUW196 pHP13 c550. 
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Los 2.7 g de proteína de membrana se tripsinizaron con la relación 5.2 nmoles 

de citocromo c:100 U de tripsina. El sobrenadante obtenido se tripsinizó con la 

relación 5.2 nmoles de citocromo:400 U de tripsina (Fig. 31). 

 

 

 
Figura 31. Espectros de absorción en el rango de 500-600 nm del sobrenadante obtenido después de la 

primera proteólisis con 100 U de tripsina de membranas de la cepa LUW196 pHP13 c550, considerados 
para calcular los nmoles de citocromo c obtenidos y realizar la segunda proteólisis con 400 U de tripsina. 

Rojo: espectro oxidado con un poco de FCN y Amarillo: diferencial ditionita menos ferricianuro. 

 
 

 

 

Una vez detenida la proteólisis con 1mM AEBSF y después de cargar el 

sobrenadante obtenido a la resina DEAE Biogel A de intercambio iónico, se 

obtuvo el perfil cromatográfico (Fig. 32). De éste se pudieron separar dos 

fracciones: 1 que contenía citocromo y proteína (obtenida a 228.5 mM NaCl), y 

la 2 que sólo mostraba proteína.  

 

Al obtener los espectros de absorción de cada fracción nos percatamos de que 

la segunda fracción sí contenía citocromo (Fig. 33B), aunque 

comparativamente con la primera fracción (Fig. 33A), el contenido es menor 

(nótese la escala).  

 

Se determinó la concentración de citocromo c y se cargaron 0.5 y 0.15 nmoles 

de la fracción 1 y de la fracción 2 respectivamente, en un gel de poliacrilamida 

al 16 % por el método de Schägger y von Jagow.  

 
 



 
 

 
51 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 32. A. Cromatografía del citocromo c550 en la resina DEAE Biogel A; B. Fracciones colectadas; C. 

Perfil cromatográfico del citocromo c550 en la resina de intercambio iónico DEAE Biogel A se muestra la 

absorbancia a 280 y 415 nm (azul y morado, para proteína y citocromos, respectivamente). Del tubo 20 al 
60 se realizó un lavado con 10 mM NaCl e inmediatamente después se inició un gradiente de 10-500 mM 
NaCl. Los números 1 y 2 muestran las fracciones obtenidas, separadas por su contenido de 
proteína/citocromo y sólo proteína. 

 
 
 
 
 
Con la tinción de TMBZ se observaron dos poblaciones de citocromo c: una de 

~6.2 kDa y una de mayor peso (~10 kDa) (Fig. 34A). Con la tinción de 

Coomassie se observaron proteínas de mayor peso molecular (Fig. 34B). 

 
 

A. B. 

C. 
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Figura 33. Espectros diferenciales de absorción en el rango de 500-650 nm para observar el pico alfa de 

citocromos de las fracciones obtenidas en el perfil cromatográfico de la resina DEAE Biogel A. A. Fracción 
1, B. Fracción 2. 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 34. Gel al 16 % de poliacrilamida-SDS por el método de Schägger y von Jagow de las fracciones 

obtenidas de la cromatografía de intercambio iónico. A. Tinción con TMBZ específica para citocromos 
covalentemente unidos, las flechas indican dos bandas difusas que dieron señal, B. Tinción con azul de 
Coomassie. Para ambos geles: 1. MPM; 2. Fracción 1 con 0.5 nmoles; 3. Fracción 2 con 0.15 nmoles. 
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Para poder eliminar las proteínas de mayor tamaño (Fig. 34B), se decidió 

cargar la fracción 1 en una columna que contenía la resina de filtración en gel 

Sephadex G-50 fina. El perfil cromatográfico se muestra en la figura 35, así 

como las 3 nuevas fracciones obtenidas. Se puede notar claramente que la 

fracción 2 de esta última cromatografía mostró absorbancia alta tanto de 

proteína como de citocromo, por lo que se separó y concentró, para analizar 

por medio de un gel de poliacrilamida.  

 

 

Figura 35. Perfil cromatográfico de la resina de filtración en gel Sephadex G-50 fina obtenido a lecturas 

de 280 y 415 nm (azul y rojo respectivamente). Los números 1, 2 y 3 muestran las fracciones obtenidas, 
separadas por su contenido de proteína/citocromo.  

 

 

 

En el gel teñido con TMBZ se observó una banda de aproximadamente 6.2 kDa 

(correspondiente al citocromo c550 soluble), mejor definida que la banda 

obtenida de mayor peso molecular que dio positivo para grupos hemo (Fig. 

36A). Con la tinción con azul de Coomassie, se observó una pequeña cantidad 

de proteína de mayor peso molecular (Fig. 36B) que solo fue apreciable al 

A. 

1 2
3
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cargar 1 nmol de citocromo. Una vez puro (Fig. 37) se decidió empezar los 

ensayos de actividad del complejo b6c de B. subtilis. 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 36. Gel al 16 % poliacrilamida SDS por el método de Schägger y von Jagow de la fracción 2 de la 

cromatografía de filtración en gel, cargando 1nmol. A.-Tinción con TMBZ, la flecha indica la banda mejor 
definida  y  B. Tinción con azul de Coomassie.  
  
 
 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 37. Muestra del fragmento purificado del citocromo c550 de B. subtilis. 
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Las membranas tripsinizadas también se analizaron y se les determinó la 

concentración tanto de citocromos como de proteína (Fig. 38 y Tabla 5) y con 

geles bidimensionales CN-SDS PAGE (ver Apéndice I, Figs. 59 y 60). De este 

análisis se comprobó que la concentración de citocromo b ahora es mayor que 

la del citocromo c, confirmando la liberación de este último, y se logró 

determinar el rendimiento de la purificación del citocromo c (Tabla 6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 38. Espectro diferencial de absorción ditionita menos oxidado, en el rango de 500-650 nm de las 

membranas solubilizadas con 0.6 mg DDM/mg proteína de la cepa LUW196 pHP13 c550 después de la 
proteólisis con tripsina.  

 

 

 

 

 

Tabla 5. Contenido de proteína y estequiometria de citocromos de las membranas tripsinizadas de la 

cepa que sobreexpresa el citocromo c550 (LUW196 pHP13 c550). 

 

 

 

 

 

 



 
 

 
56 

 
 

Tabla 6. Rendimiento durante la purificación del dominio soluble del citocromo c550 de B. subtilis. 

 

 

 

 Reducción de quinonas por medio de la FNR de Fremyella diplosiphon 

Como ya se mencionó, en el trabajo de licenciatura se midió la actividad del 

complejo b6c en membranas aisladas utilizando 11 diferentes naftoquinonas. 

Se seleccionaron tres de ellas, con las que se obtuvo una actividad específica 

alta comparada con la que se obtuvo utilizando al análogo de la benzoquinona 

el DBH2  y con la actividad del complejo III de mitocondrias de levadura, (Tabla 

7). 

 

 

 

 

Tabla 7. Actividad específica (nmoles de citocromo c de corazón de caballo reducido min
-1

 mg
-1

 proteína) 

de tres mejores naftoquinonas seleccionadas (Menadiona, Naftazarina y Juglona), comparada con la 
actividad obtenida usando DBH2. Adicionalmente, se comparó con el complejo III de mitocondrias de 
levadura (García G. y Gutiérrez Cirlos, 2010). 

 

 

 

 

Debido a la diferencia de actividades también se realizaron espectros de 

absorción a estas naftoquinonas en el rango de luz visible de 400-650 nm  

para saber si alguna absorbía alrededor de los 550 nm, longitud de onda a 

Paso 

Membranas 

Sobrenadante 

DEAE-Biogel A 

Sephadex G-50 fina 

Proteína Citocromoc 
(mg) (nmoles) 

2747 8791.2 
926.2 3974.4 
30.6 3278 
15 2682 

Quinona 

DBH2 

Menadiona 

Naftazarina 

Juglona 

Levadura (DBH2) 

Contenido Recuperación 
(nmol/mg) (%) 

3.2 100 
4.3 45 
107 37 
179 31 

Actividad específica 

9.86 

97.43 

148.61 

155.49 

322.17 

Veces de 
purificación 

1 
33 
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la que se monitorea la reducción del citocromo c (Fig. 39). La Naftazarina 

presentó un pico a los 560 nm por lo cual se descartó y se decidió buscar 

otras quinonas. Se seleccionó una bezoquinona y una naftoquinona 

(Duroquinona y Filoquinona respectivamente).  

 

 

 
Figura 39. Espectros de absorción en el rango de luz visible 400-650 nm a pH 7.0, de las tres 

naftoquinonas seleccionadas en trabajos anteriores (García G. y Gutiérrez Cirlos, 2010).  
 

 
 
 
 

 

De igual manera se les realizaron espectros de absorción, pero ahora 

ampliando el rango de 230 – 650 nm, en condiciones oxidadas y reducidas con 

ditionita y a pH 6.8 y 7.0 para descartar aquellas que absorbieran alrededor de 

los 550 nm y poder observar si el pH indica una diferencia de reducción de la 

quinona en la región UV (Fig. 40). Sólo la Filoquinona oxidada a pH 7.0 mostró 

absorción alrededor de los 560 nm.  
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Figura 40. Espectros de absorción oxidados en el rango de 230-650 nm de la DQ, MD, FQ y JN a los 

dos pH 6.8 y 7.0. Los insertos muestran la amplificación de la región de 500-650 nm. Los espectros 
reducidos con ditionita no se muestran por el hombro tan grande (230-400 nm) obtenido por el efecto del 
mismo reductor. 

 

 

 

 

Además, para conocer el mínimo de citocromo c necesario para ser detectado 

en el ensayo, se realizó un seguimiento de la reducción del citocromo c550 en 

las membranas de B. subtilis 168. Se utilizaron reductores con diferente 

potencial redox para calcular la cantidad de citocromo c que podían reducir 

(Fig. 41 y Tabla 8). Como la ditionita es el reductor más fuerte, se consideró 

como el 100 % de reducción, y con base en esto se determinó la concentración 

µM de citocromo c reducido y el porcentaje de reducción. Se observó que el 

DBH2, tuvo el menor porcentaje de reducción (3 %), mientras que con el 

succinato y el ascorbato se obtuvo un 7.8 y 9.2 µM de citocromo c reducido, 

indicando que se requieren mínimo 10 µM de citocromo c para monitorear 

fácilmente la reducción. 
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Figura 41. Espectros diferenciales de absorción reducidos menos oxidados en el rango de 500-650 nm 

de cada reductor utilizado. 

 

 

 

Tabla 8. Porcentaje de reducción y concentración µM de citocromo c reducido  con los diferentes 

reductores utilizados. 

 

 

 

 

A continuación, se realizó un ensayo para descartar la auto oxidación del 

NADPH (Fig. 42), y entonces se midió la actividad de FNR en presencia de 5, 

10 y 15 µM de NADPH (Fig. 43), de naftoquinonas (Fig. 44) y de citocromo c de 

corazón de caballo (Fig. 45). 

 

Una vez seleccionados 15 µM de citocromo c, NADPH y quinonas, se procedió 

a realizar los ensayos de actividad con el citocromo c de corazón de caballo.  
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Figura 42. Seguimiento a 340 nm de la auto-oxidación del  NADPH. Verde- pH 6.8 y Naranja- pH 7.0. 

 

 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 
 
 

Figura 43. Reducción del DCPIP (a 650-750 nm) por la adición de 0.14, 0.7 y 1.4 U de FNR, con 5, 15 y 

30 µM de NADPH. 

 

 

 

 

 

 
 
 

 
 

Figura 44. Trazos representativos de la oxidación de 15 µM NADPH (a 340 nm),  disparando la reacción 

con 0.14 U de FNR y en presencia de 5, 10 y 15 µM de quinonas Menadiona, Rojo: Juglona, Morado: 
Duroquinona.  
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Figura 45. Trazos representativos de la reducción del citocromo c de corazón de caballo con 5, 10 y 15 

µM (A., B. y C. respectivamente), disparando la reacción con 15 µM de NADPH en presencia de 0.14 U de 
FNR. Azul: Menadiona, Verde: Juglona y Negro: Duroquinona. 

 
 
 

 

 

Se midió la reducción química de la quinona por el NADPH (Fig. 46) para  

distinguirla del sistema NADPH  FNR  Q (Fig. 47).  

 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 46. Trazos representativos de la oxidación del NADPH (a 340 nm) con la adición de quinonas 

oxidadas (reducción química NADPH  Q) a pH 6.8 y 7.0. 
 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 47. Trazos representativos de la oxidación del NADPH (a A340 nm) por la reducción de quinonas 

por medio de la FNR (NADPH  FNR  Q), a pH 6.8 y 7.0. 
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En la Tabla 9 se muestra la velocidad de reducción de quinonas expresada en 

nmoles de NADPH oxidado por minuto menos la reducción química (Fig. 46). 

La actividad específica del control de reducción química fue mucho menor que 

la del ensayo, denotando que aunque hay reducción directa de la Q por el 

NADPH, la presencia de la FNR acelera la reducción de las quinonas, lo que 

fue más apreciable con la Juglona. 

 
 
 
 
 
 

Tabla 9. Velocidad total de reducción de quinonas por medio de la FNR (expresada en nmoles de 

NADPH oxidado por minuto), obtenida de la resta del Ensayo completo (NADPH  FNR  Q) menos 
Control de reducción química (NADPH  Q). 

 

 

 

 

Posteriormente se realizó el ensayo agregando NADPH  FNR  Q  

Membranas  citocromo c de corazón de caballo (Fig. 48), se agregaron dos 

controles de reducción química, uno sin agregar membranas, para restar la 

reducción química del citocromo por la quinona: NADPH  FNR  Q  

citocromo c de corazón de caballo (Fig. 49); y otro sin agregar citocromo, con el 

fin de restar la reducción del citocromo c endógeno (trazos no mostrados). En 

la Tabla 10, se muestra la actividad específica obtenida, expresada en nmoles 

de citocromo c reducido por minuto, ya restándole los controles de reducción 

química.  

 

En estos ensayos, con la Juglona se obtuvo la mayor velocidad de reducción 

aún restando la reducción química. Por lo cual se decidió realizar los 8 ensayos 

posibles con Juglona y el fragmento soluble del citocromo c550. 
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Figura 48. Trazos representativos de los ensayos NADPH  FNR  Q  Membranas (Complejo b6c)  

cit  c de corazón de caballo, siguiendo la reducción del citocromo c a A550-540 nm, a pH 6.8 y 7.0 de A. 
Menadiona y B. Juglona. La Filoquinona y Duroquinona presentan un comportamiento similar a la 
Menadiona. Ensayos repetidos tres veces por duplicado. 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 49. Trazos obtenidos de los controles de reducción química NADPH  FNR  Q  cit c de 

corazón de caballo, siguiendo la reducción del citocromo c a una A550-540 nm, tanto a pH 6.8 y 7.0 de A. 
Menadiona y B. Juglona. La Filoquinona y Duroquinona presentan un comportamiento similar a la 
Menadiona. Ensayos repetidos tres veces por duplicado. 
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Tabla 10. Velocidad total expresada en nmoles de citocromo c reducido por minuto, obtenida de la resta 

del Ensayo completo (Q  b6c  cit c) menos el Control de reducción química sin membranas (Q  cit c) 
y el Control sin agregar citocromo c de corazón de caballo (Q  b6c).  

 
 

 

 

Se realizó el ensayo completo agregando NADPH  FNR  Juglona  

Membranas (Complejo b6c)  c550 (Fig. 50A) y se obtuvo la velocidad de 

reducción química (NADPH  FNR  Juglona  c550) (Fig. 50B). En la Tabla 

11 se muestra una comparación de la actividad específica obtenida restando 

previamente la reducción química, utilizando citocromo c de corazón de caballo 

y Juglona comparada contra la obtenida con el fragmento soluble del citocromo 

c550 y Juglona, ambos a los dos pHs. 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Figura 50. Comparación de los trazos obtenidos de A. Reducción química NADPH  FNR  Q  cit c; 

y B. Ensayo completo NADPH  FNR  Q  Membranas (Complejo b6c)  cit c, a los dos pHs 
utilizando  tanto citocromo c de corazón de caballo (mitocondrial), como el fragmento soluble del 
citocromo c550 con Juglona como quinona. 
 
 

A. B. 
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Tabla 11. Comparación de la velocidad de reducción (expresada en nmoles de citocromo c reducido por 

minuto), obtenida utilizando citocromo c de corazón de caballo (c mit) versus fragmento soluble del 
citocromo c550 de B. subtilis. Ensayo completo (Q  b6c  cit c). Reducción química en ausencia de 
membranas (Q  cit c); Control del citocromo c endógeno (Q  b6c). Velocidad total = ensayo completo 
menos controles de reducción química.  

 
 

 

 

Se decidió realizar  el ensayo completo (Fig. 51B) y el control de reducción 

química (Fig. 51A) a pH 6.8 con la siguiente mejor naftoquinona según el 

análisis con el citocromo c mitocondrial (Menadiona). De igual manera que con 

la Juglona, se realizó una comparación contra el citocromo c de corazón de 

caballo, obteniendo la Tabla 12. 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 51. Comparación de los trazos obtenidos de A. Controles de reducción química NADPH  FNR 

 Q  cit c; y B. Ensayo completo NADPH  FNR  Q  Membranas (Complejo b6c)  cit c, a pH 6.8 
utilizando  tanto citocromo c de corazón de caballo (mitocondrial) en verde, como el fragmento soluble del 
citocromo c550 en azul, con Menadiona como quinona. 
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Tabla 12. Comparación de la velocidad de reducción (expresada en nmoles de citocromo c reducido por 

minuto), obtenida utilizando citocromo c de corazón de caballo (c mit) contra el fragmento soluble del 
citocromo c550 de B. subtilis. Ensayo completo (Q  b6c  cit c); reducción química sin agregar 
membranas (Q  cit c); control del citocromo c endógeno (Q  b6c). Velocidad total = ensayo completo 

menos reducción química.  

 
 

 

 

 

Finalmente se realizó una comparación de la velocidad de reducción del 

fragmento soluble del citocromo c550 con las dos naftoquinonas a pH 6.8 en 

este caso, la Juglona dio mayor velocidad que la Menadiona, tanto en el control 

de reducción química como en el ensayo completo (Tabla 13).  

 

 

 
 
 
 

Tabla 13. Comparación de la velocidad de reducción (expresada en nmoles de citocromo c reducido por 

minuto), obtenida a pH 6.8 entre Menadiona y Juglona con el fragmento soluble del citocromo c550 de B. 
subtilis. Ensayo completo (Q  b6c  cit c); reducción química sin agregar membranas (Q  cit c); 
control del citocromo c endógeno (Q  b6c). Velocidad total = ensayo completo menos controles de 
reducción química.  

nmole, eit c red min,1 
Citocromo pH 

Q-+b~c7eit c Q-+citc Q-+b~c 
Veloeidlld 

Totlll 

C550 1_550 3_155 0_0166 -1.621 

6.8 
cmit 1_989 1.311 0_0166 0_661 

nmale, elt e red mln,1 
Quinano pH 

Q~b6~eltc Q~eitc Q~b6C 
V.loeldod 

Toto! 

Menodiano 1_550 3_155 0_0166 -1_621 

6.8 
Juglona 2_832 5_244 0_0189 -2.431 
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Discusión 

 

Mucho se ha discutido sobre la presencia del denominado hemo “x” en 

organismos fotosintéticos, también una de las principales características del 

complejo b6c de B. subtilis (bacteria no fotosintetizadora). Con el propósito de 

poder entender mejor el comportamiento de este complejo, anteriormente se 

trató de caracterizar su actividad utilizando citocromo c de corazón de caballo y 

diferentes naftoquinonas sintéticas. Tres de estas naftoquinonas mostraron una 

actividad específica mayor, aunque comparativamente con la obtenida 

utilizando membranas de levadura seguía siendo baja. Además de que la 

reducción química obtenida, era similar a la velocidad de reducción. 

 

Estudios anteriores mostraron que el citocromo c de corazón de caballo está 

cargado positivamente, y que hay complementariedad electrostática con la 

citocromo oxidasa y el complejo bc1 (Winstedt y von Wachenfeldt, 2000). 

Debido a las diferencias de aminoácidos en la superficie del citocromo c550, 

pensamos que no había suficiente complementariedad del citocromo de caballo 

con el complejo b6c y la caa3 de B. subtilis, y por tanto, la velocidad de 

reducción del citocromo era baja comparada con la reducción química. Se 

pensó entonces, que al utilizar el fragmento soluble del c550  de B. subtilis 

podríamos restaurar esa complementaridad. Además al tener un potencial 

redox más negativo que el citocromo mitocondrial, la  reducción química sería 

menor y la actividad del complejo mayor. 

 

 

 Uso de la mutante de B. subtilis LUW196 para obtener al fragmento 

soluble del citocromo c550 

Al tratar de iniciar la purificación del fragmento soluble por el método descrito 

por von Wachenfeldt y Hederstedt, 1993, nos topamos con un problema. Como 

ya se mencionó, la principal característica del complejo citocromo c oxidasa 

caa3 de B. subtilis es poseer un citocromo c extra en su subunidad II, que es 

idéntico en un 30 % al citocromo c550 (Fig. 52). Por ello se decidió utilizar la 

cepa mutante de B. subtilis LUW196 carente de citocromo c oxidasa con el fin 
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de eliminar la posible contaminación de péptidos al momento de realizar la 

proteólisis temporal con tripsina y obtener el fragmento soluble del citocromo 

c550.  

 

Las pruebas iniciales de proteólisis con membranas de B. subtilis 168 

mostraron la liberación del fragmento soluble citocromo utilizando sólo 100 U 

de tripsina (datos no mostrados). Después de realizar el mismo proceso para la 

cepa LUW196 pHP13-c550, la liberación del fragmento soluble (~6.2 kDa) fue 

más difícil, teniendo que aumentar las U de tripsina y el tiempo de incubación 

(Figs. 27, 28 y 29). 

 

 

 

 

Figura 52. Alineamiento de las secuencias ctaC (Subunidad II de la citocromo c oxidasa) y del citocromo 

c550. En azul y morado se muestran los cruces transmembranales de ctaC y c550 respectivamente, en 
verde la secuencia de anclaje característica de los citocromos c (CXXCH), en rojo y en amarillo los 
posibles sitios de corte por tripsina (arginina/lisina), y con una flecha negra el inicio de la región soluble del 
citocromo c550. El rectángulo negro muestra una predicción hecha del posible fragmento liberado de 

aproximadamente 26.3kDa de CtaC. 

 

 

 

Debido a que el citocromo c de la subunidad II de la citocromo c oxidasa y el 

citocromo c550 tienen un 30 % de identidad, se pensó que al proteolizar las 
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membranas de la cepa silvestre se cortarán los citocromos c mencionados (Fig. 

52). Lo anterior se evitó utilizando la cepa mutante (carente de citocromo c 

oxidasa) y que posee la sobreexpresión del citocromo c550, sin embargo, al 

aumentar la cantidad de citocromo c550 se requirió de más tripsina y más 

tiempo de incubación.  

 

En cuanto al rendimiento de proteína obtenido después de dos cromatografías 

(de intercambio iónico y de filtración en gel), no fue posible eliminar por 

completo a las proteínas contaminantes. El análisis de las membranas 

tripsinazadas por gel mostró que aún hay citocromo c550 asociado al complejo 

b6c (Apéndice  I, Fig. 58). Es posible que éste quede protegido de la proteólisis 

o que se requiera mayor cantidad de tripsina o tiempo de incubación. Sin 

embargo, para evitar la presencia de otros citocromos c se decidió no aumentar 

más el tiempo ni la cantidad de tripsina. En cambio, la zona del gel  (Apéndice 

I, Fig. 59) con el citocromo c550 libre no dio reacción positiva con TMBZ,  

indicando que éste es el que se proteoliza.  

  

Durante la purificación, en el análisis de los geles de poliacrilamida (Figs. 34 y 

36), se puede observar una heterogeneidad de bandas difusas que dan señal 

con TMBZ indicando la presencia de citocromo c de diferentes tamaños. Esto 

puede deberse al corte de diferentes residuos lisina/arginina accesibles a la 

tripsina durante la proteólisis (Fig. 53), ya que la secuencia de aminoácidos del 

citocromo c550 contiene 15 residuos de lisina y uno de arginina como lo reportan 

von Wachenfeldt y Hederstedt, 1993.  

 
 
 

 
Figura 53. Esquema de la estructura primaria del citocromo c550, las flechas señalan la localización de 

los residuos de lisina y arginina. La sección de anclaje membranal se indica de color azul, la región 
sensible a los cortes de tripsina en condiciones no desnaturalizantes se muestra en negro, y la región 
amarilla muestra el fragmento soluble donde se indica el sitio de unión del hemo y la metionina (M)  
propuesta de ser el sexto ligando axial del hemo. Tomado de von Wachenfeldt y Hederstedt, 1993. 
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Por otra parte, en el análisis por electroforesis de las membranas tripsinizadas, 

se pierde la señal de la subunidad QcrC del complejo b6c (Apéndice I, Fig. 59), 

indicando que también hubo proteólisis de este citocromo. Un alineamiento 

muestra que estos dos citocromos c (de la subunidad QcrC del complejo b6c y 

el c550) poseen un 32 % de identidad (Fig. 54), y también varios sitios de corte 

por tripsina. Aunque el fragmento liberado es de mayor tamaño (9.6 kDa) que el 

del c550 (6.2 kDa), pensamos que también este citocromo contribuye al barrido 

en el gel. Sin embargo es difícil distinguirlos al tener masas moleculares tan 

cercanas.   

 

 

 

 

 
 

Figura 54. Alineamiento de las secuencias QcrC (Subunidad del complejo b6c) y del citocromo c550. En 

azul y morado se muestran los cruces transmembranales de QcrC y c550 respectivamente, en verde la 
secuencia de anclaje característica de los citocromos c (CXXCH), en rojo y en amarillo los posibles sitios 
de corte por tripsina (arginina/lisina), y con una flecha negra el inicio de la región soluble del citocromo 
c550. La región en negro muestra el posible fragmento liberado (de aproximadamente 9.6 kDa) de QcrC. 
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Cabe señalar que después de pasar la muestra por la resina Sephadex G-50 

fina la banda correspondiente a 6.2 kDa se observó más claramente (Fig. 38), y 

la banda de mayor tamaño (posiblemente QcrC) se volvió más difusa.  

 

 
 

 Ensayos de actividad del complejo b6c en membranas por  medio del 

uso de la actividad de diaforasa de la FNR de Fremyella diplosiphon 

Con el fin de poder medir la actividad del complejo b6c de una manera más 

directa, se buscó otro sistema que no fuese a través de la succinato 

deshidrogenasa, para poder reducir las naftoquinonas (Fig. 55).  

 

 

 

Figura 55. Modelo que explica cómo se realizó la medición de actividad por medio del sistema succinato: 

citocromo c reductasa. 1. Se agregó la naftoquinona junto con las membranas; 2. Disparo de la reacción 

agregando succinato de sodio que fue oxidado a fumarato por la succinato deshidrogenasa y redujo a la 
naftoquinona; 3. Oxidación de la naftoquinona por el complejo b6c; 4. Reducción del citocromo c. La X de 
color verde sobre el complejo citocromo c oxidasa indica la inhibición con cianuro para evitar la oxidación 
del citocromo c. 
 

 

 

 

El sistema alterno fue a través del uso de la Ferredoxina NADP+ reductasa de 

Fremyella diplosiphon (Fig. 56), purificada y donada por el Dr. Carlos Gómez 

Lojero (Gómez- Lojero et al., 2003). F. diplosiphon es la cianobacteria más 

ampliamente estudiada, capaz de tener una adaptación cromática 

complementaria, en la cual puede alterar el largo de sus filamentos, morfología 

celular, sus pigmentos o composición de proteínas para maximizar su 

absorción de luz para la fotosíntesis (Pattanaik et al., 2012).  
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Figura 56. Modelo que explica cómo será la medición de actividad por medio del sistema FNR: 

citocromo c reductasa. 1. La reacción inicia agregando NADPH, que es oxidado por la FNR; 2. La FNR 
reduce a la naftoquinona; 3. La naftoquinona es oxidada por el complejo b6c; 4. Finalmente el complejo 
b6c reduce a su vez al citocromo c. 

 

 

 

La FNR, se encarga de transferir los electrones de la Ferredoxinaa al 

dinucleótido de nicotina adenina fosfato (NADP) para reducirlo a NADPH que 

será utilizado en las reacciones de fijación del CO2. Se ha observado que in 

vitro la FNR es  capaz de utilizar NADPH para reducir varios sustratos como 

ferricianidas, quinonas, citocromos y nitrilos, u oxidantes artificiales como 

DCPIP ó ferricianuro de potasio, lo que se conoce como actividad de diaforasa 

(Melamed-Harel et al., 1985; Carrillo y Ceccarelli, 2003; Szczepaniak, et al. 

2013). 

 

Analizando el potencial redox de cada uno de los componentes para la 

medición de la actividad por el sistema FNR: citocromo c reductasa (Fig. 57), 

pudimos observar que teóricamente, el transporte de los electrones era posible.  

 

La diferencia de potenciales redox entre benzoquinonas (~150 mV) y 

naftoquinonas (~-70 mV), mostró cuál es la razón de la auto oxidación de estas 

últimas, después de ser reducidas por la FNR. Este problema de auto oxidación 

se ve reflejado en la reducción química del citocromo c tan alta (tanto con el 

citocromo c de corazón de caballo como con el fragmento soluble del c550), ya 

que ambos poseen un potencial redox más positivo; por ello es que la pérdida 

de los electrones por las naftoquinonas sea más rápida en presencia del 
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citocromo c.  Este efecto es mucho menor con el uso de benzoquinonas, ya 

que la diferencia de potenciales entre éstas y el citocromo c es mucho menor 

que entre las naftoquinonas y el citocromo c. Por lo cual, in vitro, la actividad 

del complejo b6c es muy difícil de medir. 

 

 

 

 

Figura 57. Comparación de los potenciales redox de cada reacción redox utilizada. A. con citocromo c 

de corazón de caballo y B. con el citocromo c550 de B. subtilis. 
 
 
 
 
 

 
En las primeras pruebas de medición, se observó que la velocidad de 

reducción química era casi tan alta como la velocidad obtenida en el ensayo al 

agregar membranas. Por lo que se decidió realizar espectros de absorción en 

el intervalo de luz visible (400-650 nm) de las naftoquinonas seleccionadas 

(Fig. 39), con el objetivo de poder descartar si éstas absorbían alrededor de los 

550 nm, longitud de onda característica de citocromos c, provocando así una 

mayor absorbancia. Sólo la Naftazarina mostró este comportamiento, por lo 
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que fue descartada, y las nuevas naftoquinonas se analizaron de igual manera 

para evitar este aumento de absorbancia (Fig. 40). 

 

Así mismo se decidió saber si el citocromo c podía ser reducido por el  

NADPH, por lo que se monitoreó la oxidación del NADPH a 340 nm en 

presencia del citocromo (Fig. 42B), pero no se obtuvo reducción del citocromo 

c, y se descartó esta reducción química. Posteriormente, para descartar que la 

posible auto oxidación del NADPH interfiriera con el sistema NADPH  FNR 

 Q (Fig. 42A), se decidió igual que antes, seguir la oxidación del NADPH a 

340 nm, pero no se observó pendiente.  

 

Tratando de disminuir la reducción química, se realizaron los ensayos a pH 7.0 

y 6.8, de tal manera que al acidificar el medio se reduzca la velocidad de 

oxidación de las naftoquinonas. Aunque los potenciales redox del citocromo c 

de corazón de caballo (250 mV) y el fragmento soluble de c550 de B. subtilis 

(178 mV) no son muy similares, se realizó el análisis inicial con citocromo c de 

corazón de caballo, considerando su disponibilidad. 

 

Al obtener la velocidad de oxidación del NADPH ó reducción del citocromo c, la 

diferencia entre los dos pHs no fue significativa, aunque se puede notar una 

mayor velocidad a pH 7.0, dando indicio de que es posible disminuir la 

velocidad de oxidación de las naftoquinonas disminuyendo el pH. Sin embargo, 

no es posible bajar (o aumentar) demasiado el pH por la estabilidad del 

complejo b6c, como mostraron algunos trabajos con el complejo bc1  (Castellani 

et al., 2010; Covian et al., 2004; Covian et al., 2007; Gutiérrez Cirlos y 

Trumpower, 2002; Hughes et al., 2009; Snyder et al., 2000). 

 

Comparando las velocidades, no hubo una diferencia significativa entre la de la 

reducción química y los ensayos completos, incluso son muy similares entre el 

citocromo c mitocondrial ó el fragmento soluble del c550. Las velocidades de 

reducción del citocromo c mitocondrial y el fragmento soluble, en el ensayo 

completo (NADPH - FNR–Q–Membranas–cit c), mostraron una diferencia, de 3 

veces, siendo más alta con citocromo c mitocondrial. Observando sólo el 

control de reducción química (sin membranas) del fragmento soluble del c550, 
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se notó que la velocidad obtenida fue del doble que en el ensayo completo, lo 

que dio como resultado un total negativo. 

  

Realizar el control de reducción química, ayudó a tener una mejor idea de la 

cantidad de citocromo que realmente está siendo reducido por el sistema FNR.  

Sin embargo, se pensó que el citocromo c endógeno de las membranas 

posiblemente también estaba siendo reducido (NADPH  FNR  Q  b6c), 

incrementando los valores obtenidos. En trabajos anteriores, se utilizaron 0.3 

mg de proteína membranal (0.4 µM de citocromo c). Sabiendo que se necesita 

mínimo 10 µM de citocromo c  para poder monitorear la reducción, se decidió 

incrementar la cantidad de membrana a 0.5 mg (0.66 µM de citocromo c). Aún 

así la velocidad de reducción obtenida fue muy poca, y ya que no se podía 

agregar más cantidad de proteína sin enturbiar la celdilla provocando una mala 

transmitancia, se concluyó que la reducción del citocromo c endógeno no sería 

un problema.  

 

A pH 6.8 se observó que la reducción química del citocromo c soluble fue 

mayor que la actividad medida al añadir las membranas. Sin embargo, se 

observó que la velocidad de reducción con Menadiona es menor que con la 

Juglona. Al comparar la reducción química contra el ensayo completo, se 

puede observar que la actividad específica obtenida utilizando citocromo c de 

corazón de caballo fue del doble que la obtenida con el c550, tanto con Juglona 

como con Menadiona.  

 

Se pensó entonces que posiblemente las quinonas no se estaban integrando a 

las membranas, pero al comparar los trazos obtenidos, se notan diferencias 

entre la reducción química y el ensayo completo, indicando la participación del 

complejo b6c y la integración de las quinonas a la membrana (Fig. 53 y 54). Es 

posible que el potencial redox más negativo del citocromo c550 de B. subtilis 

podría estar haciendo más lenta la velocidad del complejo b6c y por tanto, de la 

reducción del citocromo.  Esto coincide con que se obtuvo el triple de citocromo 

c mitocondrial reducido que del  c550 soluble (Tabla 9 y 10). Esta diferencia de 

potencial, podría deberse a que: “el dominio hemo c del citocromo c550 de B. 

subtilis es más pequeño que el citocromo c mitocondrial por lo que podría tener 
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una mayor exposición a solventes y así un menor potencial redox”  (Winstedt y 

von Wachenfeldt, 2000). 

 

Además se debe considerar que la decisión de realizar los ensayos con 15 µM 

de citocromo fue en base a reducciones con el citocromo c de corazón de 

caballo, y su E°´ es muy diferente del c550 de B. subtilis. Por lo que sería 

necesaria una titulación con el fragmento soluble, para encontrar la 

concentración adecuada del citocromo y llegar a la velocidad máxima del 

complejo b6c. 

 

Otra posible explicación, es que al realizar los ensayos con membranas de B. 

subtilis 168, las oxidasas alternas (quinol oxidasas) estén compitiendo con el 

fragmento soluble del c550 por los electrones de las quinonas, y por lo tanto, el 

complejo b6c parezca tener una velocidad menor. Una opción para poder 

descartar esta posibilidad sería realizar los ensayos de actividad en 

condiciones anóxicas, inhibiendo así  la actividad de las oxidasas alternas. 
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Conclusiones 

 

 Se logró transformar la mutante LUW196 con la construcción pHP13-

c550, obteniendo una mejor sobreexpresión con MSR en membranas (3 

veces más que LUW196). 

 

 El rendimiento de la obtención del fragmento soluble del citocromo c550 

de B. subtilis fue del 31 % de recuperación. 

 

 El fragmento soluble del citocromo c550 obtenido, fue del tamaño 

esperado (6.2 kDa) y la región catalítica se mantiene activa. 

 

 El potencial redox del citocromo c550 es más negativo que el citocromo c 

mitocondrial, haciendo el transporte de electrones más lento. 

 

 De las tres naftoquinonas sintéticas y la benzoquinona que se utilizaron 

para la medición de quinol: citocromo c reductasa, la Juglona sigue 

siendo el sustrato que proporciona una mayor velocidad de reducción 

específica. 
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Perspectivas 

 

El rendimiento de la obtención del fragmento soluble del citocromo c550, se 

podría mejorar utilizando el plásmido pEC86 donado por la Dra. Thöny- Meyer, 

además de la construcción del fragmento soluble en el plásmido pHP13. 

 

Purificar el complejo b6c de las membranas tripsinizadas y carentes de 

citocromo c oxidasa, y lograr así una mejor caracterización con el sistema FNR. 

 

El uso de la naftoquinona endógena purificada de B. subtilis podría mejorar la 

actividad. 

 

Se podría disminuir aún más la velocidad de oxidación de las naftoquinonas en 

condiciones anóxicas y monitorear con mayor precisión la actividad del 

complejo b6c. 
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Apéndice I 

Figura 58. Análisis de geles de poliacrilamida de primera dimensión en condiciones nativas por medio de 

segundas dimensiones en condiciones desnaturalizantes con SDS, de las membranas solubilizadas con 
0.6 mg DDM/ mg proteína. A. B. subtilis 168; B. LUW196; C. LUW196 pHP13; D. LUW196 pHP13-c550. 
Tinción con TMBZ específica para citocromos covalentemente unidos.  

 

 

Figura 59. Comparación del análisis de geles de poliacrilamida de primera dimensión en condiciones 

nativas por medio de segundas dimensiones en condiciones desnaturalizantes con SDS, de membranas 
solubilizadas con 0.6 mg DDM/ mg proteína. A. Cepa LUW196 pHP13-c550. B. Cepa LUW196 pHP13-c550 

después de la proteólisis con tripsina. Tinción con TMBZ específica para citocromos covalentemente 
unidos.  
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Figura 60. Análisis de geles de poliacrilamida de primera dimensión en condiciones nativas por medio de 

segundas dimensiones en condiciones desnaturalizantes con SDS, de las membranas solubilizadas con 
0.6 mg DDM/ mg proteína. A. B. subtilis 168; B. LUW196; C. LUW196 pHP13; D. LUW196 pHP13-c550; E. 
LUW196 pHP13-c550 tripsinizadas. Tinción con Azul de Coomassie para revelar todas las proteínas 
presentes. Amarillo: subunidades de la Nitrato Reductasa, Verde: subunidades de la Succinato 
Deshidrogenasa, Morado: subunidades de la Quinol oxidasa tipo aa3, Azul: subunidades de la ATP 
sintetasa, Negro: subunidades del Complejo b6c, Rojo: subunidades de la Citocromo c oxidasa, Naranja: 
NADH deshidrogenasa, y en Blanco: citocromos pequeños c550 y c551. 
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