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Resumen

En este trabajo se reporta la extraccion y purificacion de la enzima mondxido de carbono deshidrogenasa a
partir de la bacteria Oligotropha carboxidovorans, cepa OM 5. La bacteria crecié de manera autotrofa en un
medio mineral, en una atmosfera saturada con mondxido de carbono, a 30 °C con agitacion constante. Para
la obtencion de los extractos enzimaticos crudos, 10s cultivos se sometieron a ruptura por sonicacion,
solubilizacion con detergente no idnico y centrifugacion con el fin de eliminar los restos celulares. En el
proceso de purificacion, los extractos enzimaticos crudos se pasaron a través de una columna de exclusion
molecular y otra de intercambio idnico.

Palabras clave: Oligotropha carboxidovorans, extractos enzimaticos, Ecteolla celulosa, Purificacion

Abstract

This paper reports the extraction and purification of the carbon monoxide dehydrogenase enzyme from
the Oligotropha carboxidovorans bacteria, OM 5 strain. The bacteria grew autotrophically in a mineral
medium, in carbon monoxide saturated atmosphere, at 30°C with constant agitation. In order to obtain the
crude enzymatic extracts, the crops underwent a breakdown by sonication, solvolysis with non-ionic
detergent and centrifugation to eliminate the cellular debris. During the purification process, the crude
enzymatic extracts were passed through a molecular exclusion column as well as through an ion-exchange
one.
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Introduccion

El mondxido de carbono (CO) es un gas con-
taminante, venenoso, producido durante la
combustion incompleta de materiales organi-
cos (gas natural, petrdleo, gasolina, carbdn y
materiales vegetales). El mondxido de carbo-
no inhibe la capacidad de la sangre para trans-
portar oxigeno, siendo responsable de sinto-
mas comoa resfrio, gripa, pasando por el dolor
de cabeza, nauseas e incluso la muerte (DE-
VLIN, 1993).

A nivel mundial hay una conciencia cada vez
mayor entre las autoridades competentes de
controlar los niveles de mondxido de carbono
presentes en la atmosfera en el orden de par-
tes por millon vy partes por billon. Es por esto
que hay un gran interés por el desarrollo de
biosensores; es decir, sensores basados en
principios de reconocimiento molecular inhe-
rente a muchas reacciones bioquimicas enla
que participan enzimas y anticuerpos capa-
ces de detectar concentraciones pequenas
de gas (CUNNINGHAM, et al, 1998).

Un sensor electroguimico enzimatico es un
electrodo metdlico cuya superficie contiene
una enzima redox inmovilizada. Las enzimas
pueden aislarse de sus fuentes (microorganis-
mos, tejidos vegetales o animales) y purificarse.

En la literatura cientffica se encuentran nume-
rosos ejemplos de biosensores enzimaticos,
generalmente para glucosa, utiizando la en-
zima glucosa oxidasa pura, obtenida a partir
de extractos celulares de hongos como Asper-
gillus nigery Penicillium notatum, utlizando me-
diadores electronicos como ferroceno, com-
plejos de rutenio y quinonas (CALVO &
DANILOWICS, 1997).

La bacteria Gram (-) Oligotropha carboxidovo-
rans (cepa OM 5), pertenece al grupo de bac-
terias carboxidotrofas, que pueden usar €l
mondxido de carbono como Unica fuente de
carbono y energia mediante la induccion del
plasmido responsable de la expresion de la
enzima monoxido de carbono deshidrogena-
sa, la cual se encuentra ligada a membrana y
posee la capacidad de oxidar el CO en solu-
cion acuosa.

En este trabajo se realizd la obtencion y purifi-
cacion de la enzima mondxido de carbono
deshidrogenasa, a partir de extractos celula-
res de la bacteria Oligotropha carboxidovorans,
cepa OM 5, esto con el objetivo de emplearlo
en el diseno de un biosensor amperomeétrico
para monoxido de carbono.

Material y métodos

—  Organismos: Se utilizé labacteria Oligotro-
pha carboxidovorans, cepa OM 5, obteni-
da de la American Type Culture Collection
(ATCC No. 49405).

— Medio de crecimiento: Para el crecimien-
to autotréfico de O. carboxidovorans se utili-
76 el medio mineral ATCC No. 1789, que
contenia la siguiente composicion (g/l de
agua destilada): Na,HPO,, 12H,0 (9,0 g),
KH.PO, (1,5 @), NH,CI (1,5 @), MgSO,.7
H.O (0,2 g), CaCl,.2 H,O (20 mg), citrato
férrico de amonio (1,2 mg), elementos tra-
zas (1 ml). El pH final fue de 6,8.

— Elementos trazas (mg/L de agua destila-
da): ZHSO4 Ve Hzo (1 00 mg), Mﬂc‘z. 4 Hzo
(30 mg), HsBO5 (300 mg), CoCl,. 6 H,O
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(200 mg), CuCl,. 2 H,0O (10 mg), NiCL. 6
H,O (20 mg), Na,MoO,. 2 H,O (900 mg),
Nag 8603 (20 mg)

El crecimiento autotrdfico fue realizado me-
diante la inoculacion de Oligotropha carboxido-
vorans, OM 5, en el que la Unica fuente de
carbono disponible para la bacteria provenia
delmondxido de carbono. La bacteria fue cre-
cida a partir del liofilizado original en 1 ml del
medio de cultivo descrito anteriormente. A par-
tir de esta muestra se realizaron cultivos su-
cesivos hasta obtener 200 ml de cultivo. El
recipiente con el medio de cultivo inoculado
fue colocado en un desecador saturado con
mondxido de carbono, con agitacion cons-
tante a 30 °C, durante 96 horas, tiempo nece-
sario para que las células alcanzaran la fase
de crecimiento exponencial

La preparacion de los extractos enzimaticos
se realizd a partir de 200 ml del cultivo bac-
teriano crecido; al cual se le agrego lisozima
(2 mlpor cada 25 ml de suspension bacteria-
na), preparada en 0.89 g de NaCly 100 mide
agua destilada.

Las bacterias con lisozima se colocaron en
un bano marfa durante 12 horas a 40 °C. Pos-
teriormente, se completd el rompimiento ce-
lular por sonicacion en un equipo Branson
Sonifier (VWR Company), con las siguientes
indicaciones:

Output control: 7, Duty Cycle: 60, Time: 10
minutos.

Un volumen final de 5 ml de la suspension
celular tratada con lisozima fue sometida a so-
nicacion con las indicaciones mencionadas
anteriormente. La muestra fue colocada en hie-
lo mientras se sometia a sonicacion, con el
objetivo de evitar su calentamiento. Los perfo-
dos de sonicacion fueron de dos minutos con
un perfodo de descanso de 30 segundos.

Este procedimiento se repitid cinco veces con
cada una de las muestras, completando un
tiernpo total de sonicacion de 10 minutos por
muestra.

Determinacion de la concentracién de
proteinas de los extractos celulares

La cuantificacion de proteinas presentes en
el extracto crudo obtenido a partir de la so-
nicacion fue realizado por el método espectro-
fotométrico de Schleif y Wensink (1981).

Medicion de la actividad enzimatica
de los extractos celulares

La actividad enzimatica fue estimada espec-
trofotomeétricamente mediante la reduccion del
azul de metileno en presencia de mondxido
de carbono, a 30 °C y 664 nm utilizando un
equipo Shimadzu UV 160 A.

El ensayo de actividad enzimatica fue realiza-
do de la siguiente manera: La mezcla de la
reaccion contenfa 0.91 ml de buffer KH.PO,
(50 MM, pH 7), 0.05 ml de glucosa en buffer 2
mM, 0.02 ml azul de metileno (0.25 mM), 0.0
ml de la mezcla de (1 U de glucosa oxidasa
+ 1 U de catalasa en buffer). La reaccion fue
iniciada con 200 mL del extracto enzimatico,
con un contenido aproximado de 0.1 a 1.8
mg de proteina por ml.

Las mezclas de reaccion, mantenidas en las
cubetas de 1 cm de didmetro, fueron cerra-
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das para evitar el escape del gas y el contac-
to de los reactantes con el oxigeno del aire y
posteriormente, burbujeadas durante 10 mi-
nutos con mondxido de carbono. Los ensa-
yos se realizaron en un tiempo total de 1.800
segundos, suficiente para que la reaccion se
efectuara completamente.

Purificacion de los extractos enzimaticos
crudos

El extracto crudo fue sometido a los siguien-
tes pasos de purificacion:

Solubilizacién con el detergente Tritén X-
100

Esta solubilizacion fue necesaria debido a que
la enzima estaba ligada a membrana vy des-
pués de la sonicacion y centrifugacion la enzima
se precipitalba con los restos de celulares.

La metodologia utilizada consistio en agregar
a cada 600 mL de extracto celular después
de la sonicacion, 200 mL de Tritdn X-100; se
homogenizé la solucion. El detergente se dejo
actuar por una hora. Posteriormente, se reali-
76 una centrifugacion a 10.000 rom durante
45 minutos en una centrifuga refrigerada. Se
tomo el sobrenadante y el detergente rema-
nente fue retirado mediante didlisis.

Se midio la actividad enzimatica en muestras
que fueron solubilizadas con Triton X-100 vy
muestras que no fueron solubilizadas con el
detergente, con el objetivo de determinar qué
tan importante es este paso para el proceso
de purificacion de los extractos.

Columna de Sephadex G-100
La muestra solubilizada se pasé por una co-
lumna de exclusion molecular (filtracion por gel)

preparada segun el protocolo de Cooper &
Scopes (1982).

El gel utilizado fue el Sephadex G-100, capaz
de separar protelnas que posean tamanos
entre 4,000y 150.000. Un gramo de Sephadex
G-100, fue solubilizado en 10 ml de alcohol
etilico al 10% v, posteriormente, colocado en
una pipeta, obteniendo una columna de 1.3x
10 cm de alto.

La columna de Sephadex fue lavada cuatro
veces con buffer fosfato de sodio, 0.2 M, pH
7.0. Luego de lavada la columna se tapod y se
dejo con el buffer durante tres difas antes de
usarla.

Se tormaron 300 mL de las muestras, las cua-
les se eluyeron separadamente en 18 ml del
buffer fosfato de sodio, 0.2 M., pH 7, se colo-
caron en sendas columnas armadas a 4 °Cy
a una presion atmosférica constante; se re-
colectaron las fracciones en tubos de 1.5 ml
a las cuales se les realizaron las pruebas de
actividad enzimatica y concentracion proteica.
Solo las fracciones que posefan actividad
enzimatica y mayor concentracion de protel-
na fueron sometidas al siguiente paso de pu-
rificacion con Ecteolla.

Columna de Ecteolla celulosa

Se preparo un gradiente de diferentes concen-
traciones de Ecteolia (30-80 % w/vol), una capa
sobre la ofra. La columna fue equilibrada con
buffer fosfato 50 mM, pH 7. La elucion fue rea-
lizada con un gradiente lineal de KCI (Oa 1 M),
Un ml del extracto obtenido del paso anterior
con Sephadex fue colocado en la capa su-
perior de la columnayy se fueron recolectando
los resultados en fracciones de 1.5 ml. A to-
das las fracciones recolectadas se les realiza-
ron las pruebas de actividad enzimaticay con-
centracion de proteinas.
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Electroforesis en condiciones no
desnaturalizantes

En este trabajo se utilizo la electroforesis en
poliacrilamida en condiciones No desnaturali-
zantes, donde no se usan SDS ni 2-mercapto-
etanol. Ademas, el voltaje usado en la corrida
electroforética es menor comparado al usado
en un gel de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes.

El protocolo usado para la corrida electrofo-
rética fue descrito por Ausubel et. al. (1989),
con modificaciones propias del laboratorio.

Electroquimica

Para las mediciones electroguimicas se utili-
z6 un Potencistato/Galvanostato EG&G 273
con software incorporado EG&G modelo 352/
252 SoftCorr™Il'y una celda cilindrica de 5 ml
de volumen, con desprendimientos laterales
para la inyeccion de los gases con una tapa
de teflon disenada para montar los fres elec-
trodos que conforman el sistema de trabajo.

Como electrodo de trabajo fue utilizado un mi-
croelectrodo de platino de 100 mm, como
electrodo de referencia fue usado un electro-
do de plata/cloruro de plata y una barra de
acero sirvio como electrodo auxiliar. El micro-
electrodo de platino fue pulido con una pasta
alimina-agua (tamano de particula 0.3 mm)
para remover las impurezas de la superficie
electrodica antes de realizar los experimen-
tos. La voltametria ciclica fue la técnica em-
pleada en las mediciones.

La caracterizacion de la electrogquimica rever-
sible del aceptor electrénico azul de metileno,
0.25 -5 mM, (preparado en buffer KHPO, —
NaOH 50 mM) en pH acido, basico y neutro
fue establecida mediante voltamogramas to-

mados a diferentes velocidades de barrido (5
- 500 mVs') y entre el rango de -0.130 y -
0.250 V. Para cada una de las mediciones
electroguimicas la celda fue burbujeada con
nitrogeno (N.) por 15 minutos para ser deoxi-
genada. Los experimentos para el sistema
completo (azul de metileno + extracto enzima-
tico de CODH + CO) fueron realizados en
buffer a pH 7.00, condicion apropiada para la
CODH, v en medio aerébico, anaerdbico vy
diferentes concentraciones de sustrato (CO).
En solucion acuosa se usaron diferentes con-
centraciones del mediador electronico, aligual
que cantidades variables de este, del extrac-
to enzimaticoy del sustrato, con el fin de deter-
minar el efecto del sustrato y/o el extracto enzi-
matico en la electroquimica del mediador.

Extraccion y purificaciéon enzimatica
Extractos enzimaticos

El rompimiento celular de las muestras someti-
das a sonicacion fue verificado mediante mi-
croscopla optica, observandose diferencias
significativas en las muestras tratadas, indican-
do que la eficiencia en el rompimiento de las
células no era el mismo en todos los casos.

Cuantificacién de la concentracién de
proteinas de los extractos enzimaticos

La concentracion de proteinas de los extrac-
tos varié dependiendo de la cantidad de célu-
las lisadas; aunque el procedimiento era el
mismo en cada sonicacion, el nimero de bac-
terias rotas determinado por un conteo de cé-
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lulas antes y después de la sonicacion varia-
ba, lograndose concentraciones proteicas
desde 1.21 mg/ml hasta 23.4 mg/ml.

Actividad enzimética

Se midieron las actividades enzimaticas ini-
clales de cuatro muestras (M1, M2, M3y M4)
con las que se continué el proceso de purifica-
cion, teniendo en cuenta que estos extractos
fueran los de mayor concentracion de protef-
nay que mostraban buena actividad catalfica.
En adelante solo se haré referencia ala mues-
fra (M2) que presento mayor actividad enzima-
tica especffica (36 microU/mg) y una concen-
tracion de 5,148 mg/ml.

Purificacién del extracto enzimético
crudo

LLa muestra anteriormente mencionada se pa-
SO por una columna de Sephadex g-100, em-
pleandose para ello 120 ml del buffer de elu-
cion, los cuales fueron recolectados en 12
fracciones de 1 ml cada una, después de la
fraccion nimero 12 no se observaba activi-
dad enzimatica, ni proteina.

Se agruparon las fracciones que contenian
actividad enzimatica y concentracion de pro-
teinas en una sola fraccion y se tomaron 300
ml colocandola en el extremo superior de sen-
da columna de Ecteolla celulosa. Al final de la
cromatograffa se obtuvieron seis fracciones de
1 ml. La depuracion de proteinas a traves de
los pasos de purificacion se puede observar
en la Figura 1.

Se puede observar como va disminuyendo €l
ndimero de bandas a medida que aumentan
los pasos de purificacion. En el pozo uno se
observan cinco bandas definidas correspon-
dientes a las diversas proteinas presentes en

250 ——
230 ——
170 ——

Gel de electroforesis en condiciones no
desnaturalizantes con muestras en los diferentes
pasos de purificacion (M: Marcador de peso
molecular, 1: Muestra extracto crudo, 2 y 3:
muestra después de pasar por Sephadex, 4 y 5:
muestra después de pasar por Ecteolla).

el extracto crudo, mientras que en los pPozos
cuatro y cinco se observa una sola banda
correspondiente a la enzima purificada.

Los resultados muestran que utilizando suce-
sivamente las columnas de Sephadex G-100
y Ecteolla celulosa, se lograron grados de
purificacion gue oscilaron entre 2 a 100 veces
con Sephadexy 6,7 a 200 veces con Ecteolla
celulosa, para el caso especifico de M2, se
lograron grados de purificacion tres veces con
Sephadex y 25 veces con Ecteolla celulosa
(Figura 2).

De ofro lado, se determin¢ si el proceso de
solubilizacion proteica por medio del Triton X-
100 estaba influyendo sobre la purificacion de
la proteina, de ahi gue para M2 se obtuvo una
actividad enzimatica especffica de 30 microU/
mg antes de Tritdn X-100 y 110 microU/mg
después del Triton X-100.

Es importante indicar que si cambiaba la se-
cuencia de purificacion, pasando el extracto
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Figura 2
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enzimatico primero por la columna de Ecteolla
celulosa y luego por la de Sephadex G-100,
la actividad enzimética del extracto se perdia.

Estudios electroquimicos

Voltametria ciclica

Los experimentos de voltametria ciclica no
mostraron indicios de electroactividad directa
del mondxido de carbono deshidrogenasa.
El CO tiene un efecto en la disminucion de la

Figura 3
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Voltamograma ciclico de azul de metileno (2.5
mM) en buffer fosfato 50 mM, pH 7, saturado con
nitrégeno, saturado con CO: (%) solo; (—) con la
adicién de 0.36 ml de extracto enzimatico.

corriente anddica sobre la voltametria del azul
de metileno, mientras la corriente catodica
permanece estable. La Figura 3 muestra la
diferencia entre el voltamograma para el azul
de metileno (¥4) y con la adicion del sustrato
CO al sistema en la presencia del mediador y
CODH, dando como resultado un aumento
en la corriente anddica (—).

Extraccion y purificaciéon enzimatica

El grado de ruptura celular fue aproximada-
mente del 85%, determinado por medio de
conteos celulares antes y después de la
sonicacion. El método de ruptura recomen-
dado es la prensa francesa, usado por Meyer
& Schlegel (1979), el cual tiene la ventaja de
hacer estallar las células de forma uniforme,
logrando mayor efectividad en la ruptura.
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El decrecimiento de la absorbencia del azul
de metileno es una medida indirecta de la oxi-
dacion del mondxido de carbono. La absor-
bancia disminuye a medida que transcurre el
tiempo de reaccion y el color de la mezcla de
reaccion cambia desde un color azul (estado
oxidado del azul de metileno) hasta incoloro
(estado reducido del azul de metileno). La
actividad de oxidacion del mondxido de car-
bono del extracto crudo fue baja en compa-
racion a las reportadas por Meyer & Schlegel
(1979), sin embargo, se logré un aumento
importante en la actividad enzimatica especi-
fica de los extractos después de los procedi-
mientos de purificacion proteica.

Los resultados mostraron que la actividad es-
pecffica de la proteina aumentd con los pa-
sos de purificacion, al mismo tiempo que se
notd una reduccion en la concentracion de
protelnas. La mayor tasa de purificacion logra-
da fue de 200 veces. Estos resultados tienen
diferencias con los trabajos reportados por
Meyer y Schlegel (1980), donde se realizaron
mas pasos de purificacion: ultracentrifugacion
del sobrenadante inmediatamente despues
derotas las células, seguido por una cromato-
graffa en gradiente de densidad de sacarosa,
dialisis para eliminar los restos de sacarosa,
concentracion con Sephadex G-25, cromato-
graffa de Ecleolla celulosa, didlisis y, finalmen-
te, gradiente de densidad de sacarosa. To-
dos estos pasos les permitieron a estos
investigadores obtener una purificacion de
35.5 veces con una actividad enziméatica espe-
cifica de 1.9 mg/unidades. En nuestro traba-
jo, el extracto enzimatico obtenido de la
ultracentrifugacion no tenfa actividad enzimati-
ca, por lo que este paso fue reemplazado por

centrifugacion a 5.000 rpm, con el tnico ob-
jetivo de precipitar los restos celulares. Ade-
més, Tue necesario el fratamiento de las mues-
tras con Triton X-100 para separar la enzima
de los restos celulares. Meyer y Schlegel par-
tieron de un cultivo de 10 litros en un fermen-
tador, mientras que en nuestro trabajo se par-
te de un cultivo de sélo 200 ml, debido a la
imposibilidad de utilizar tales cantidades de
medio de cultivo.

La actividad inicial de la enzima medida en
los extractos crudos, tuvo una amplia varia-
cion, esto puede deberse al método de soni-
cacion empleado para el rompimiento celular.
Aungue el nimero de células sometidas al
procedimiento fue aproximadamente el mis-
mo en cada caso Y el protocolo usado fue el
mismo, se observo que al final de la sonicacion
el nimero de células rotas varid ampliamen-
te. A partir de gel de poliacriamida se puede
comprobar que los pozos 4y 5 (muestra des-
pués de pasar por E£cteolla) solo presentan
una banda visible, la cual tiene un peso
molecular aproximado a 230.000, correspon-
diente al de la enzima monoxido de carbono
deshidrogenasa.

En el pozo 1 se presentan varias bandas, de
las cuales se observan dos grandes v visi-
bles, unaa 270.000 y otra a 230.000. Este gel
muestra como disminuye el nimero de ban-
das a medida que aumentan los pasos de
purificacion, logrando una buena purificacion
enzimatica.

Aunque a partir del gel de poliacrilamida se
puede decir que los pasos de purificacion fue-
ron eficientes para lograr la remocion de pro-
teinas diferentes a la enzima de interés, se re-
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Extraccion y purificacién de la enzima mondxido de carbono deshidrogenasa...

Figura 4

Elecirodo

Te +
AM
WHH .HH]::;- -j::H:::‘
R AM

C'ODH {red.} co,
CODH {ox.) X CO

Oxidacion electroquimica de monoxido de carbono con el uso de azul de metileno (AM+) como un
mediador electrénico, CODH (red.) y CODH (ox.).

comienda utilizar una columna de Sephadex
G-120, de esta forma serfa més eficiente el
proceso de purificacion, debido a que el ta-
mano de las particulas que conforman este
gel es mayor, aumentando el rango de sepa-
racion.

Las pruebas electroguimicas se fundamen-
tan en la oxidacion de CO por la enzima
CODH, el sustrato reducido, CO, dona un par
de electrones ala enzima; estos seguidamen-
te son aceptados por el sustrato oxidado azul
de metileno (AMy), €l cual es, por lo tanto,
reducido, como lo indica la siguiente ecua-
cion:

CODH

CO + H.O + AMy, = COs + 2H" + AMyeq

Y, finalmente, reoxidado sobre la superficie del
electrodo de platino. La Figura 4 muestra el
esguema de la reaccion:

El acoplamiento de la enzima CODH con el
azul de metileno vy la superficie electrodica
permite explorar en el diseno de un biosensor
para CO, en el cual el mediador participa facil-
mente en la reaccion redox con el componen-
te biologico ayudando en larapida transferen-
cia electrénica y haciendo el sisterna menos
susceptible a sustancias interferentes debido
a los potenciales mas bajos de electrodo.

La Figura 3 muestra la prueba realizada con el
sistema completo, variando la cantidad de
extracto enzimatico adicionado a la celda
electroguimica. La adicion del sustrato al me-
dio de reaccion en presencia del extracto
enzimatico y el mediador mostro un aumento
en la corriente anddica, que comprueba el in-
tercambio de electrones entre el CO v el azul
de metileno, mediado por el extracto enzima-
tico. La diferencia en el aumento de la corriente
anddica entre las dos pruebas es minima (»15
nA) lo que muestra que independiente de la
cantidad de extracto adicionado, se necesita
tener suficiente cantidad de enzima activa pre-
sente en el mismo para que se lleve a cabo,
de manera efectiva, la catélisis enzimatica que
permita un notable aumento en la corriente
anddica del mediador electronico una vez este
es reoxidado en la superficie electrodica.

— Selogrd la purificacion de la enzima mono-

xido de carbono deshidrogenasa a partir
de extractos celulares procedentes de la
bacteria Oligotropha carboxidovorans,
cepa OM 5,
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La actividad enzimatica aumentd a medi-
da que aumentaron los pasos de purifica-
cion, esta actividad fue directamente pro-
porcional ala cantidad de proteina obteni-
da después de la sonicacion. Para lograr
una buena purificacion proteica se debe
optimizar el proceso de rompimiento celu-
lar, utiizando, por efemplo, una prensa fran-
cesa.

La actividad enzimatica especfifica medi-
da a partir del cambio en la absorbancia
del azul de metileno, aumentd cuando los
extractos celulares fueron sometidos a tra-
tamiento con el detergente Triton X-100, co-
rmoborando la hipdtesis de que la enzima
estaba ligada a membrana.

El cambio en el orden de la secuencia de
purificacion dio como resultado la pérdida
de la actividad enzimatica de las mues-
tras obtenidas. Se podrfa aumentar la acti-
vidad enzimatica especfficaimplementan-
do una mayor cantidad de pasos de puri-
ficacion.

Mediante un marcador de peso molecular,
se determind gue la proteina purificada te-
nia un peso molecular de 230.000, lo cual,
segun la literatura, corresponde al peso de
la mayoria de las enzimas mondxido de
carbono deshidrogenasas presentes en
bacterias carboxidotrofas.

Extractos celulares de Oligotropha carboxi-
dovorans, los cuales contienen la monoxi-
do de carbono deshidrogenasa, han me-

diado en el intercambio de electrones en-
tre el mondxido de carbono vy el azul de
metileno en solucion acuosa, lo que per-
mite la deteccion del sustrato.

Bibliografia

AUSUBEL, F M., et. al. Short Protocols in Molecular
Biology. New York: Wiley. (1989).

CALVO, J.E; DANILOWICZ, C. Amperometric Enzyme
Electrodes. J. Braz. Chem. Soc. 1987. 8(6): 563-574
COOPER, T.; SCOPES, M. The Tools of Biochemistry .
New York: Wiley. 1982.

COPELAND, R. A. Methods for Protein Analysis: A
Practical Guide to Laboratory Protocols. New York:
Chapman & Hall. 1993.

CUNNINGHAM, A. J. Introduction to Bioanalytical
Sensors. New York: Wiley and Sons. 1998.

DEVLIN, T.M. 19983, Bioquimica. Libro texto con apli-
caciones clinicas. Barcelona, Espana: Editorial
Reverté.

DOBBEK, H.; et. al. Biochemistry. 1999, 96, 8884-9.
GNIDA, M., et. al. Biochemistry. 2003, 42, 222-30
MEYER, O., SCHLEGEL, H. G. Oxidation of carbon

monoxide in cell extracs of Pseudomonas carboxido-
vorans. J. Bacteriol. 1979. 137: 811-817.

. Carbon-monoxide: Methylene biue oxido-
reductase from Pseudomonas carboxidovorans. J.
Bacteriol. 1980. 141: 74-80.

. Biology of aerobic carbon monoxide-oxi-
ding bacteria. Ann. Rev. Microbiol. 19883. 37: 277-310.

. Ann. Rev. Microbiol. 1983, 37, 277-310.

RAGSDALE, S.; Kumar, M. Chem. Rev. 1996, 96,
2515-39.

SCHLEIF, R. F and Wensick, P C. Practical Methods
in Molecular Biology. New York: Springer Verlag.
(1981).

Validation of the publication of new names and new
combinations previously effectively published outside
the IUSB. List No. 48. Int. J. Syst. Bacteriol. 1994, 44,
183-2.

TURNER, A.PF, Aston, W.J., Higgins, 1.J., Bell, JM.,
Colby, J., Davis, G., Hill, H.A.O. Anal. Chim. Acta 1984,
163, 161-74

Universidad de San Buenaventura, Cali-Colombia



