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7.5: Enzimas Respireatorias

Prueba de oxidasa

Fundamento: Los citocromos son hemoproteinas que contienen hierro y que acttian como tultimo eslabén en la cadena de
respiracion aerébica transfiriendo electrones al oxigeno con la formacién de agua. El sistema de citocromos lo poseen los
organismos aerébicos facultativos por lo que la prueba de la oxidasa es importante en la identificacién de aquellos organismos en
los que falta la enzima, o son anaerobios estrictos.

La prueba de la citocromo oxidasa utiliza ciertos colorantes, tales como, el dimetil p-fenilen- diamina, que sustituyen al oxigeno
como aceptor de electrones artificial. En el estado reducido el colorante es incoloro, sin embargo, en presencia de citocromo
oxidasa y de oxigeno atmosférico el colorante es oxidado formando un compuesto azul (indofenol).

Procedimiento: Colocar un disco de oxidasa (embebido en dimetil p-fenilendiamina, adquirido comercialmente) en 0,2 ml de agua
destilada en un tubo y suspender la colonia bacteriana.

Interpretacion: Un color azul intenso dentro de los 30 segundos indica reaccién positiva y evidencia de la presencia de la enzima
citocromo oxidasa.
Citocromoozidasa
2 Citocromo Creducido + 1/20; ——— 2 Citocromo C oxidado + H>0
Ozxidacién
2 Citocromo Creducido + 1/20, ———  Compuesto coloreado

(7.5.1)

Prueba de catalasa

Fundamento: Todas las bacterias tienen enzimas capaces de reaccionar con el oxigeno, la variedad de las mismas determinan la
relacion fisiologica de los organismos con dicho compuesto. La oxidacién de las flavoproteinas por el oxigeno da como resultado
peréxido de hidrégeno y la acumulacién de radicales libres toxicos de O - (superéxidos). La acumulacién de O - es prevenida por la
enzima superéxido dismutasa y la del peréxido de hidrégeno por la enzima catalasa.

FPH, + O, —— FP + H0,
catalasa (752)
2 Hy09 —— H,O + O,
Los microorganismos aerobios y aerobios facultativos poseen las dos enzimas; los aerotolerantes poseen la superoxidodismutasa,
mientras que los anaerobios estrictos no tienen ninguna de estas enzimas.

Procedimiento: Tomar con cuidado una colonia con el ansa de siembra (evitar tomar agar). Los cultivos deben ser frescos, de no
mas de 24 h, tampoco se pueden utilizar cultivos a partir de medios que tengan adicionada sangre porque la catalasa de los glébulos
rojos produce falsos positivos. Colocar la colonia directamente sobre un portaobjetos sin afiadir agua y por ultimo, colocar sobre la
colonia una gota de agua oxigenada pura o al 30 % y observar si se forman burbujas.
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Figura 7.5.1: (CC-BY; Este libero)

Interpretacion: La produccién de burbujas de gas indica que el microorganismo es catalasa (+). Si la produccién de gas es después
de los 30 s se considera negativo.
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