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ABREVIATURAS 

A-DH Alcohol deshidrogenasa 

AL-DH Aldehído deshldrogenasa 

ARA Ensayo de reducción de acetileno 

A Absorbencia 

Clt- Citocromo 

CO Monóxldo de carbono 

D. O. Densidad óptica 

G-DH Glucosa deshldrogenasa 

KCN Cianuro de potasio 

KDa Kilodaltones 

LGIP modificado Medio de cultivo con etanol como única fuente 
de carbono 

Nasa Nitrogenasa 

NADH-DH NADH deshidrogenasa 

natm02 Nanoátomos de oxígeno 

PAGE-SDS Electroforesis en gel de poliacrilamida con 
dodecil sulfato de sodio 

PQQ Quinona de pirrol-quinolina 

Succ-DH Succlnato deshidrogenasa 

------------------ --·--· 



TMPD 

TMB 

THQ 

UQ 

N, N, N', N', Tetrametil-p-fenllendlamina 

(3', 3', 5', 5',-terametllbencidlna) 

Tetraclorohldroquinol (2, 3, 5, 6, tetracloro- 1, 4-
bencenediol) 

Ublquinona 

Ublquinol 
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RESUMEN 

Acetobacter diazotrophicus es· una bacteria aerobia estricta y dlazótrofa que 

ha sido aislada de las raíces, tallos y hojas de la caña de azúcar y recientemente 

fue aislada del café y la piña; Hemos determinado que A. diazotrophicus posee un 

sistema aerob16· ~n}e'r ;e¡~~ _par"fü:ip.an ·activamente las deshidrogenasas 

periplásmicas para glUC()Sa, etanol y acetaldehído. En este trabajo se determinó el 

efecto del etanol 'c~ITic;1~~1~~·fuénte de carbo~o en la expresión del sistema 

resp1rator10 de este or9arii~rr;6: L'.o~·,:~5~1tados 1nd1can que er sistema respiratorio 

está constituido por citocromos de tipo b, e y a, el citocromo ba fue identificado 

como Ja oxidasa terminal principal. Además, el sistema cuenta con varias 

deshldrogenasas membranales muy activas (1.e. glucosa, etanol y acetaldehído 

deshidrogenasas), que donan electrones directamente al sistema respiratorio. La 

Inhibición con KCN de las actividades de glucosa y NADH oxidasa puso de 

manifiesto la presencia de un componente altamente sensible; la actividad del 

etanol oxidasa resultó ser más resistente. 
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INTRODUCCIÓN 

Sistemas respiratorios en bacterias. 

Muchos de los procesos metabólicos que se llevan a cabo en los seres vivos 

tienen relación con el oxígeno presente en el entorno, tal es el caso de la 

respiración aeróbica encaminada a la producción de energía mediante el 

metabolismo oxldativo mitocondrial en eucariontes, o bien por medio del proceso 

oxidativo llevado a cabo en la membrana citoplásmlca de los procariontes. Una de 

las funciones de las cadenas respiratorias desarrolladas aeróbicamente, 

corresponde a la translocación de protones (W) al exterior de la bacteria, lo cual 

genera un gradiente protón-electroquímico a través de la membrana citoplasmática, 

que puede ser utilizado para la síntesis de ATP, el paso de solutos (transporte 

activo) y otros procesos asociados a la membrana como el movimiento flagelar 

(Anraku y Gennis, 1987). 

El funcionamiento secuencial de los citocromos, ubicados en la membrana 

citoplásmlca, dio lugar al concepto de "cadena respiratoria", entendiendo con esto 

que la transferencia de electrones procede desde los sustratos metabólicamente 

utilizables hasta el aceptar final de electrones; en el caso de la respiración aeróbica 

el aceptor final de electrones es el oxígeno. Una cadena respiratoria típica está 

formada por una serie de transportadores de electrones como los citocromos. Las 

deshidrogenasas funcionan como enzimas alimentadoras de la cadena respiratoria, 

mientras que las oxidasas terminales participan activamente en la reducción del 

oxígeno (Matsushita, et al., 1994). La ubiquinona funciona como una molécula 

acarreadora de electrones cuyo tamaño pequeño y carácter no polar, le permite 

desplazarse con gran facilidad en el ambiente hidrofóbico membrana!. Se pueden 

distinguir varios complejos proteicos que forman parte de la cadena respiratoria 

mitocondrial y tienen actividad definida: el complejo 1 o NADH-ubiquinol oxido­

reductasa, el complejo 11 o succinato-ubiquinoi oxido-reductasa, el complejo 111 o 

ubiquinol citocromo-c oxido-reductasa y el complejo IV o citocromo-c oxido­

reductasa (Stryer, 1995}. 
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La oxida~ión de ros compuestos como el NADH y el succlnato, se lleva a cabo 

en la me~bran~~l~t~r~a:mitbcondrlal y es un proceso que está ligado a la cadena 

respiratoria. ·P~r ejemplci,durante la oxidación del NADH, Jos electrones resultantes 

son trahsport~doºs'.d~stie-"~1;'.co~pieJo 1 ó NADH-deshidrogenasa a la ubiquinona 

(UQ). LÚegb,''. Í~s't~~c¡;¡:;~~s. fJ~yen al complejo ublquinol-Cit-c oxido reductasa 
.. ·.,- '.-:- ;¡ __ ;; . ··,/t·~: '':;.:;··~':?\:,'.~.;:.-:.'»;;f~'(': r; __ ·,_L;;_~·;·:: · ; .. "· " :.· 

(complejo Clt~bcí).:ydel Clt;c al Cit-c oxidasa(Cit-aa3) • donde el oxígeno se reduce 
·:. '-~, ~ .. :. '.,, .i;:: ~·",:f.·::. 'r~i 1 ;¡;'(".:·.~.; <,;,r~{,:::,:_,~::':_:;;; ;-;~ -;; --~·'_:: ;- -~-:· 

formando agua;'EstoJarnblén-ocurre en las bacterias, sin embargo, es éstas últimas 
; ,.- ,·-:: . '. ~ -~-'.1'.-:'. \.~ .. ';·<;_ '.~·;f)~~o:.:¡•.:;'.j; '--+~:<,'..~-r:1,-::··_·: . 
hay:b~stante}variabilld~d'é.ncuanto a la composición y organización de sus 

sistern~~--¡':r~iíJ1~~t6~j'6~~~.:M·uchos de los sistemas respiratorios reportados en 

bact~;¡¡~: •• --pc;·~~~~~;ra'~itib~ciones en torno a la poza de quinona, lo que hace posible 
. ··- · .. f.,·.,.·.·- p,•.-"' .•. _.,, • 

que· las bacteHa's' pÚ~dan contar con dos o más oxidasas terminales con diferente 

afinidad po~ 02.q6e ·les permite aprovechar el poco o mucho oxígeno disponible en 

~¡ rnedl~ ~mbÍ~~te (Poole y Gregory, 2000). 

En la Fig. 1 se muestra la organización de un sistema respiratorio bacteriano 

típico, el cual forma 2 ramas a partir de la poza de ubiquinol (UOH2) (Anraku y 

Gennls, 1987). De acuerdo con lo anterior, aquellas oxidasas que utilizan ubiquinol 

corno sustrato reciben el nombre de "quino! oxidasas", mientras que las oxidasas 

que reciben electrones de un citocromo e se les denomina "citocromos e oxidasas 

(Anraku y Gen nis, 1987). 

Como mencionarnos anteriormente las vías alternas transportadoras de 

electrones terminan en oxidasas con afinidades diferentes por el oxígeno. La 

expresión de estas vías dependen de las condiciones ambientales en que se 

desarrolle el microorganismo, según lo demuestran los estudios realizados en E. 

Co/i, Azotobacter vinelandii y Acetobacter aceti (Anraku y Gennis, 1987 ; Jones y 

Redfearm, 1967; Matsushita, et al .. 1992). A menudo, la presión de 02 y fuente de 

C son determinantes para la expresión de vías alternas de respiración. 
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Lactato Formato NADH Succinato 

~\// 
Deshidrogenasas 

l 
Ubiquinol (UQH2) 

/ ~omplojohc, 
/ . ¡ 

Ubiquinol-oxidasa Citocromo-c 

Citocromo-c oxidasa 

Flg. 1.- Esquema general de un sistema respiratorio bacteriano. 
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Caracterización de una cadena respiratoria. 

Los citocromos fueron los primeros componentes de la cadena respiratoria 

que se detectaron debido a sus características espectrales en la región visible del 

espectro electromagnético (Nlcholls, 1987). La secuencia de transportadores de 

electrones en la cadena respiratoria mitocondrial fue establecida a principios de 

los años 60, como resultado de la aplicación del electrodo de oxígeno y de las 

técnicas de espectroscopía diferencial. Por otra parte, el descubrimiento de 

inhibidores específicos de la cadena respiratoria permitió la utilización del 

electrodo de oxígeno para localizar los sitios de acceso de los electrones y de los 

puntos de acción de Jos inhibldores. Con esta información es posible realizar el 

análisis de localización de cada transportador redox en relación con otros centros. 
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Antecedentes. 

Las especies del género Acetobacter pertenecen al grupo de las bacterias 

acéticas,y como tales poseen la maquinaria enzimática para catalizar la oxidación 

incomplet,a (fermentación aerobia) de azúcares y alcoholes (Matsushita, et al., 

1994). En este contexto, A. diazotrophicus utiliza preferentemente a la glucosa 

como fuente de carbono; también puede emplear sacarosa y gluconato (Cavalcante, 

et al., 108a) (Flg. 2). 

glicerol 

¡ ~ l h .,,,.., 

fructosa 

l fn.:toclnasa 

fructosa a .. p glu~-6-P-lsomerasa 

r fn.<:tosa b~ostatasa 
frutosa·1,6·bls·P 

glucosa ~4V.,_ 

!·-'~ 
•'"-•P _,, ,,,_., • ~ • 

l .g.lucoaa·S.P·: , ~~ . 2-cetogl~7 §. 0 
deshldrogenasa "conato re gluconato m i 

ductasa deshldrogenasa i 
. o 

6·P·gluconato , 2·cetogluconato 5-cetogluconato 

'ribulosa·S-P .~ ~::.~::~=~ ~=== 

dihldroxlacetona·P ~ gllceraldehído·3·P 

i=z= \ / 

8 ;ranacotolaoa 

2,5·dlcetogluconato 

transaldolasa 
lr1osefostato lsomerasa 

Etanol 

gllceraldehldo·3,P fructosa·6·P alcohol doshldrogenasa l 
',·. 'i Acetil Co A -- Acetato - Acetaldehído 
ciclo de Krebs ~ ~~~'!°,,.... 

/'--.. 

Fig.2.- Posibles rutas del metabolismo de carbohldratos de A. diazotrophicus. 
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Al igual que en otras bacterias acéticas, la oxidación de azúcares como lá 

glucosa se lleva a cabo directamente en la membrana citoplásmlca de A. 

dlazotrophlcus. En este proceso de oxidación participa activamente una PQQ- · 

glucosa deshidrogenasa membrana! (G-DH), la cual tiene su sitio catalítiéo 

orientado hacia el espacio perlplásmico. El producto de oxidación de la glu~osa es 

el ácido glucónico que se acumula en el medio como producto de. desecho 

(Matsushita, et al., 1994). 
·.' 

No menos importante, son las PQQ~deshidrogenasas para etanol (A-DH) y 

acetaldehfdo (AL-DH) de A. dlazotr~phic~s. Estas enzimas, al igual que la G-DH, 

tienen sus sitios catalíticos· orientados hacia el espacio periplásmico (Matsushita, 

et al., 1994.) y contienen citocromos de tipo e asociados. Parece ser que los 

citocromos e de A. dia;otrophlcus están involucrados de alguna forma en una vía 

insensible al cian~ro. 'Esto >~e· sugiere de evidencia genética y mediante la 

solubiiización;de(men1branas. con Triton X-100 a bajas concentraciones. Este 

procediml~·~to: Ílbera los citocromos e resultando en la pérdida de la resistencia al 

cianuro.· 

A.' diazbt;ophicus, se ha aislado del interior de las rafees y tallos de la caña de 

azúcar (Attwood, et al., 1991; Cavalcante, et al., 1988; Gillis, et al., 1989; 

Hernández, et al., 1995; Stephan, et al., 1991), recientemente fue aislado de la 

planta del café y de la piña (Jiménez, et al., 1997; Tapia, et al., 2000). Esta 

bacteria endófita no ha sido aislada del suelo. Es un bacilo Gram negativo, móvil, 

catalasa positivo, que posee un metabolismo aeróbico. Posee de uno a tres 

flagelos laterales y mide 0.7 x 2.0 4m de largo. La bacteria puede crecer a un pH 

de 3.0 pero no a pH 7.5. Sus valores óptimos para temperatura y pH de 

crecimiento son de 30 ºC y 5.5 respectivamente (Stephan. et al 1991 ). 

Se ha demostrado que A. diazotrophicus fija nitrógeno en cultivo y presenta 

aerotolerancia durante la fijación de nitrógeno (Stephan, et al., 1991; Flores, et al., 

1999). Esta aerotolerancia se puede atribuir a la probable existencia de un 

mecanismo de protección respiratoria para la nitrogenasa de A. diazotrophicus 

similar al que opera en Azotobacter vinelandii. En un trabajo previo de laboratorio 

(Flores, et al., 1999) se demostró que A. diazotrophicus tiene una tasa de 
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respiración muy alta que alcanza sus máximos ri'iv~les. durante ~I crecimiento 

diazotrófico y disminuye notabÍemente dura rite ~I cr~c.imlento en NH4 + c~mo fuente 

de nitrógeno. También se d~mostró que dJrahte ~i'-cr~ci1fri1e~i6'ci1azotrófico con 

glucosa, como única fuente de ~arbo~o; la ~6tiyiciad-especific~ de i~ · PQQ glucosa 
' "'-'' .. ,, .••• .o; " --- .. o .. -

deshidrogenasa y de la'ublquinol:oxidasa!a((tambléri' c~nocida como ba) son 
' - ''· . -.:· ··.>',_ ·, ... - ~ '. ' .. ,,- : \•. :·.. ' . - ' ~ ;p; . . 

notablemente altas y por ta~tO. respóJisables¡ééritrales de la actividad respiratoria. 

Durante el crecimiento ~n éxces~2deam~nió (és decir, con 40 mM) la nitrogenasa 

se reprime /·cori ello\ baja varias veces la tasa respiratoria. Notablemente 

disminuye' 6 Jeci~~ I~ ~ctf~idad de la PQQ glucosa DH y una oxidasa bd sustituye a 

la o~idas~ ~, é:o~~ 6xiéJ~~a principal (Fig. 3). 

Glucosa Gluconato Etanol Acetaldehido Acetato PERI PLASMA 

NADH NAO• Succlnato Fumarato CITOPLASMA 

Fig.3.- Composición y organización del sistema respiratorio de A. diazotrophicus 

Aunque las PQQ-DH para etanol y acetaldehido están presentes en 

cantidades considerables durante el crecimiento en glucosa como única fuente de· 

carbono, consideramos relevante definir las propiedades de crecimiento y 

respiración cuando A. diazotrophicus cr.ece en ausencia de glucosa y en presencia 

de etanol como única fuente de carbono. En estas condiciones el etanol debe ser 

metabolizado a ácido acético mediante dos reacciones sucesivas de oxidación , 

catalizadas por la PQQ-alcohol deshidrogenasa y PQQ-acetaldehfdo 

deshidrogenasa de acuerdo a las siguientes reacciones: 
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H 

PQQ-ADH 1 
1 ).- CHa-CH2-0H C=O 

2).-

Metanol 

H 

1 PQQ-ALDH 

C=O 
1 . 

CHa 

Acetaldehldo 

CH a 

Acetaldehido 

CHa-COO" 

Ácido acético 

Se han reportado ciertas especies en el género Acetobacter que tienen la 

capacidad de crecer empleando diferentes alcoholes como glicerol, sorbitol, 

manitol y etanol (Matsushita, et al., 1994). En A. diazotrophicus SRT4 (Hernández, 

et al., 1995) se ha estudiado el efecto de varias fuentes de carbono (sacarosa, 

glicerol y manltol al 1 %) en el crecimiento y la producción de la enzima 

levansucarasa. Los autores reportan que ninguno de estos sustratos induce la 

producción de esta enzima. A las 40 horas se observa casi el mismo crecimiento 

con glicerol y sacarosa y menor crecimiento con manito!, todos al 1 %. A las 72 

horas, el mejor sustrato para su crecimiento es glicerol, seguido por Ja sacarosa y 

el manito!. En 1988, Cavalcante y Dobereiner señalan que A. diazotrophicus PAL 

5 puede crecer utilizando como fuente de carbono etanol manito! y glicerol, (al 

1 %), aunque su crecimiento, cualitativamente es menor que el obtenido con 

sacarosa. Este dato fue confirmado por Giliis, et al., 1989, pero señalan que no 

hay crecimiento de Ja cepa en cultivos con etanol al 10% . En ambos estudios, el 
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interés de los autores fue caracterizar la cepa, por lo que no analizaron a 

profundidad el comportamiento fisiológico de la bacteria en estos sustratos ni su 

efecto en otros componentes como el sistema respiratorio. Por ello, en este trabajo 

se propuso encontrar las condiciones para el crecimiento de A. diazotrophious en 

etanol como única fuente de carbono y así analizar las consecuencias sobre la 

expresión del sistema respiratorio, en especial sobre la expresión de las PQQ 

deshldrogenasas para etanol (A-DH) y acetaldehído (AL-DH) y sus cltocromos o 

asociados. En este sentido hemos determinado que la A-DH. y la AL7Dti .. s11m1pre 

están presentes en las membranas de A. diazotrophious crecidÓ en ¡;·r_es'encia de 

glucosa. Creemos que la presencia del etanol como única fuente d~C:i{ít>c:i~o;debe 
favorecer notablemente la expresión de las deshidrogenasas inv~Íucrad~~ ~~ la .. ~- ' . ,,,, - ,-.. -. .. . .. -

oxidación del etanol y paralelamente, los niveles de cliocr()mos de tipo c. 
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HIPOTESIS 

El crecimiento de A diazotropihicus empleando etanol como única fuente 

de carbono debe favorecer la expresión de las deshidrogenasas para etanol y 

acetaldehfdo. Paralelamente, debe incrementar la expresión de los citocromos de 

tipo c. 
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OBJETIVOS 

OBJETIVO GENERAL. 

Conocer las propiedades de crecimiento de A. dlazotrophlcus PAL 5 en 

etanol como única fuente de carbono y su efecto sobre la expresión de su sistema 

respiratorio, particularmente las PQQ-deshidrogenasas perlplásmicas. 

OBJETIVOS. PARTICULARES: 

1.- Determin~r las condiciones óptimas para el crecimiento de A. diazotrophlcus en 

etanol como única fuente de carbono. 

2.- Identificar los componentes citocrómicos de la cadena respiratoria de A. 

diazotrophicus cuando utiliza etanol como única fuente de carbono. 

3.- Identificar la oxidasa terminal presente en A. diazotrophicus mediante técnicas 

de espectroscopia durante el crecimiento con etanol como única fuente de 

carbono. 

4.- Cuantificar la expresión de las actividades de oxidasa y deshidrogenasa del 

sistema respiratorio de A. diazotrophicus crecido con etanol como única fuente de 

carbono y utilizando como sustratos: NADH, glucosa, etanol, acetaldehfdo y 

succinato. 
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ESQUEMA GENERAL DE TRABAJO 

A cetobacter diazotrophicus 

~ 
Precultlvo: 30° C, 48 h 

+ 
(AnalltÍco 1 L 200 r.p.m.) .__ 

y 1.5 L aire min"1
• 

Cultivo en __.., (Preparativo 60 L 200 r.p.m.) 
fermentador y 60 L aire m1n·1• 

i • Centrifugación y lavado 
Parámetros de crecimiento: · del paquete celular 

• Medición del pH 
• O.O. (A 560 nm) 
• Demanda de 02 
• 02 disuelto 
• NH4+ 

Determinación de 
tipo de citocromos 

+ 
Espectros 

diferenciales 

~ 

+ 
Ruptura mecánica del 

paquete celular 

+ 
Centrifugación: 10,000 r.p.m. 

+ 
Centrifugación: 40,000 r.p.m. 

1 

Mem!anas ----------.¡ 
Actividades Zimografia para + respiratorias~ citocromos tipo e 

Oxidasas ~ 

.t Deshidrogenasas 
NADH 

Glucosa 
Alcohol 

Aldehído 
Succinato 

+ 

NADH-DH 
G-DH 
A-DH 
AL-OH 

SUCC-DH 
Inhibición con KCN 

.,.,, ..,, .. --.. ·-·-.. r•...,_ 

15 



MATERIAL Y METODOS 

Material biológico. 

Cepa PAL-5 de Acetobacter diazotrophicus (Stephan, et al., 1991 ). 

Cultivo de A. diazotrophicus . 

A. diazotrophicus se ·hizo crecer en medio de cultivo LGIP modificado 

conteniendo diferentes concentraciones de etanol. Para ello, se emplearon 

matraces Erlemeyer de 250 mi conteniendo 50 mi de medio LGIP modificado. Las 

concentraciones de etanol empleadas abarcaron un rango de 0.1 a 30 %. Para el 

cultivo de A. diazotrophicus se utilizaron los componentes del medio de cultivo 

LGIP descrito por Reis, et al (Reis, et al., 1994) sólo que la glucosa normalmente 

contenida en el medio LGIP fue sustituida por etanol en diferentes 

concentraciones, de esta manera el medio que a continuación se describe es 

llamado LGIP modificado para indicar que la única fuente de carbono es el etanol. 

El medio LGIP modificado, contiene lo siguiente: (g/L): 5 g de K2HP04, 4 g de 

KH2P04, 0.2 gr de MgCl2 · 7 H20, 0.029 de CaCl2 · 2 H20, 0.002 g de NaMo04 · 2 

H20, 0.01 g de FeC'3, 5 g de citrato, 0.1321 g de (NH4)2 504, y etanol en un rango 

de entre 0.1 y 30% de concentración. El pH del medio se ajustó a 5.5. El etanol fue 

esterilizado por filtración y fue adicionado antes de iniciar el cultivo. Todos los 

cultivos se llevaron acabo a 30 ºC con agitación constante de 200 r.p.m. durante 

48 h. El crecimiento fue determinado midiendo el incremento de la turbidez a 560 

nm (A ssonm). 

Cultivo analítico de A. diazotrophicus. 

El cultivo se inició con la adición de 50 mi de lnóculo crecido por 66 h a un 

fermentador de 1 L de volumen de trabajo. La aereación fue de 1.5 L de aire min - 1 

y la agitación a 200 r.p.m. Las propiedades de crecimiento de A. diazotrophicus 
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evaluadas fuerori: ciJ;ya de :cfecirTli~llto, demanda de oxigeno del cultivo, pH del 

medio, concentraciÓ~···de'amoni~. residual, asl como la concentración de oxigeno 

disuelto. :. ' · 

Medición del pH y o~ri~l~~d Óptica. 

Se determinaron,;e,rv~lor de pH en los cultivos de A. diazotrophicus empleando 

un electrodo de pH Cornlng Co. y la densidad óptica a 560 nm en un 

espectrofotómetro Shlmadzu UV-2401 PC. Para ello se tomaron alfcuotas de 1 O 

mi del cultivo. 

Amonio residual. 

La cantidad de amonio. residual presente en el medio de cultivo fue valorado 

empleandc:i'uri'e1e~trodo ~~ an"lonlo (Orlan ca.). Para ello, se tomaron alfcuotas de 

10 mide ~ultivb en creclrÍlleAto a~Úvo y se adicionaron 100 µI de KOH 10 M. La 

. muestra fue ,llevada· dlrect~merí'te · al electrodo de amonio para cuantificar el 

amonio residual presente. El electrodo se calibro con una curva patrón que va 

desde cero (O) hasta 5mM de NH4 •. 

Demanda de oxigeno. 

La demanda de oxigeno fue determinada polarográficamente empleando un 

electrodo de Clark (Yellow Springs lnstruments) de acuerdo al método descrito por 

Barquera, et al., (1991 ). Para ello, se tomaron alfcuotas del cultivo en pleno 

crecimiento. La mezcla de reacción se ajustó a un volumen final de 1.8 mi 

conteniendo medio de cultivo LGIP modificado fresco y estéril y 250 µI de cultivo 

en pleno crecimiento. 

Oxigeno disuelto. 

La concentración del 02 disuelto en el medio de cultivo a lo largo del 

crecimiento, fue medido con un electrodo de Clark. Para ello se utilizaron muestras 

del cultivo (10 mi) que fueron recibidas del tanque de fermentación en viales 
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conteniendo HgCI suficiente para dar una concentración final de 1.5 mM (Klm, et 

al., 1994). Este tratamiento para instantáneamente el metabolismo y permite medir 

sin cambios, la concentración de 02 disuelto en el cultivo en crecimiento. 

Cultivo preparativo. 

El cultivo preparartivo de A. diazotrophicus se realizó utiHzando,el.med.io de 

cultivo LGIP modificado conteniendo 0.75% de etanol; EÍ cu1till~ie•11~\/ó~ c~bo a 

30 ºC en• .. u~ .~lofermentador de s.o. L manteniendo un flujo de aire de 6() LrTíin·1 y 

una agitación dé 206 r.p:m:ú:i•cultivo se incio con la adición de 4·L de un 
\"- · ...•. , -'~·' •. , __ '' , .... ·, 7' n•· . , 

precultivo defooh. Después de 60 h de cultivo en las condiciones descritas, las 

células· fueron· cosechadas con una centrífuga Sharpless de flujo continuo. Las 

células se lavaron tres veces con solución reguladora de fosfatos 50 mM pH 6.0, 

conteniendo CaCl2 0.5 mM y MgCl2 0.5 mM (Barquera, et al., 1991) y fueron 

almacenadas a -80 ºC hasta su uso. 

Ruptura celular y preparación de membranas. 

Las células fueron lavadas de acuerdo a la metodología establecida por 

Barquera, et al., (1991) y se procedió a romperlas empleando perlas de vidrio (0.1-

0.2 mm) en un Bead-Beter. Se aplicaron 6 pulsos de 1 mim con intervalos de 2 

min para evitar el calentamiento del homogeneado. Todo el proceso se llevó a 

cabo en frio y se empleó 1 mM de PMSF (fluoruro de suifonil-metil-fenilo), como 

inhibldor de proteasas. Posteriormente el homogenado se centrifugó a 10,000 

r.p.m. a 4ºC por 10 min para recuperar las células que no fueron rotas, las cuales 

se desecharon. Después, el sobrenadante se centrifugó a 40,000 r.p.m. a 4 ºC 

durante 40 min para recuperar el paquete membrana!. Este paquete membrana! 

se lavó tres veces con solución reguladora de fosfatos. Las membranas se 

almacenaron a -80 ºC hasta su uso. La cantidad de proteína en las membranas se 

determinó por el método de Lowry, et al., modificada por Maxwell (1976). 

empleando albúmina bovina como estándar. 

18 



Actividades respiratorias. 

Las actividades de las oxidases fueron determinadas polarográficamente a 

30ºC de acuerdo al método descrito por Escamllla et al., (1987). Para ello se 

empleó el oxímetro provisto de un electrodo tipo Clark (Yellow Sprlngs 

lnstruments). La mezcla de reacción se ajustó a un volumen final de 2 mi 

conteniendo: solución reguladora de fosfatos 50 mM pH 6.0 ó 7.4 (de acuerdo a la 

actividad a medir) y suspensión membrana! (0.1 mg de proteína membrana!). La 

reacción fue iniciada con la adición del sustrato donador de electrones: 1 O mM de 

glucosa, etanol, acetaldehído, succinato, gluconato, glucosa 6P04, fructuosa, 

glicerol, metanol. 2-propanol o alcohol isoamíllco. Para medir NADH oxldasa se 

utillzó 3 mM de NADH; mientras que en el caso de ascorbato-TMPD se utlllzó 

ascorbato 3 mM y TMPD 2.5 mM y para ascorbato-THQ se empleó ascorbato 3 

mM y THQ 2.5 mM. Se determinó el efecto de KCN sobre las actividades de 

oxidases en las condiciones mencionadas anteriormente. 

Las actividades de las deshidrogenasas membranales fueron determinadas 

espectrofotométricamente empleando ferrlcianuro de potasio como aceptor de 

electrones, siguiendo la metodología establecida por Ameyama, et al .. (1982). La 

mezcla de reacción se ajustó a 1 mi y contenía solución reguladora de citrato 

(Macllvaine), suspensión membrana! (0.075 mg de proteína membrana!) y 

ferricianuro de potasio 10 mM. Las membranas fueron inhibidas previamente con 

KCN 2 mM y la reacción se inició con la adición de sustratos a concentración 10 

mM excepto NADH y succinato que fueron utilizados a concentración de 3 mM. La 

actividad fue cuantificada por el cambio de la absorbencia a 660 nm. (A 660nm) 
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Análisis espectral del contenido citocrómico. 

El análisis espectrofotométrico de citocromos se llevó a cabo de acuerdo a 

la metodología establecida por Barquera, et al., (1991) en un espectrofotómetro 

SLM-Aminco DW 2000; se usaron celdas cori paso de IÜ~ de 0:2 ~m y los 

espectros fueron obtenidos a 77 K. Para los espectros dlfere~biale~ reducido 

menos oxidado se emplearon partículas membr.a:nale~ (s~~~,c:Í~'.,Pr~teí~~) y se 
~ - -~ ·- , '~ \'' • • • • r • • •• Í • • 

suspendieron en solución de fosfatos pH 6.0 adicionado de etilenglicol al 30%. Las 

membranas fueron reducidas con diÍl()nlt~y.C>~1ci~d~s cC>~. persulfato de'.árl"lonlo. 

Después de un periodo de lncub.aclóíi'. (1 o min) las preparaciones fueron 

congeladas a 77 K con. nltrÓge~~ IÍquldCl. La reducción también fue . hecha 

utilizando como s~str~tos asc~rbato 3 mM-TMPD 2.5 mM, NADH 3 mM, succiln~to 
30 mM, y glucosa. 10' mM. Para la obtención de espectros de los co~plejos 
cilocromo~co, se hizo burbujear monóxido de carbono (CO) por 5 mln, en una 

muestra reducida previamente con dltionita (Barquera et al., 1991; Wilson et al., 

1978). 

Electroforesis desnaturalizante. 

La electroforesis desnaturalizante (SDS·PAGE) se llevó a cabo de acuerdo 

con la técnica de Laemli modificada (Del Arenal, et al., 1997). El gel resolvedor 

(11.5 cm de largo X 14 cm de ancho), se preparó en gradiente de acrilamida de 10 

a 16%. La mezcla estaba compuesta por: glicerol al 8%, SDS al 1 %, Tris-HCI 

0.375M, pH 8.9, persuifato de amonio 0.028% y TEMED 0.074%. 

Se preparó el gel concentrador a una concentración de 4.5% de acrilamida, 8% de 

glicerol, 1 % de SOS, 0.066 "lo de TEMED, 0.05% de persulfato de amonio y 0.125 

M de Tris-HCI, pH 6.B. 

La mezcla de digestión esta compuesta por: 5% de SDS, 3% de P· 
mercaptoetanol, 15% de glicerol, 0.15 M de Tris HCI, pH 6. 7, azul de Bromofenol y 

400 µg de proteína. Esta mezcla se calentó durante 3 minutos a temperatura de 
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ebullición. La electroforesis se llevó a cabo.a 20 mA durante aproximadamente 9 

horas (Del Arenal, et al., 1997). 

Zlmografía para citocromo c. 

Las bandas de los citocromos e en PAGE-SDS fueron reveladas por su 

actividad de peroxldasa empleando la técnica de Thomas, et al., (1976). Después 

de la electroforesis el gel fue sumergido en una solución reguladora de acetato de 

sodio 175 mM pH 5.0. Inmediatamente se adicionó 55 mi de TMB (3',3',5',5'­

tetrametllbencidina) 0.2 mM disuelta en metano!. La mezcla se Incubó 2 h a 

temperatura ambiente y en oscuridad. Las bandas de los cltocromos. e fueron 

visualizadas después de la adición del H202 al 30%. La reacción fue detenida 

lavando el gel con solución reguladora de acetato de sodio 175 mM, pH 5.0 

conteniendo alcohol isopropílico al 30%. 
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RESULTADOS 

Efecto de la concentración del etanol en el crecimiento de A. diazotrophicus. 

A. diazotrophicus al Igual que otras especies del género tienen la capacidad 

para oxidar azúcares y alcoholes de manera Incompleta (fermentación oxidativa); 

Cavalcante, et al., (1988); Hernández, et al., (1995) reportan que la bacteria puede 

crecer en etanol (1%) como única fuente de carbono, aunque el estudio realizado 

fue sólo para caracterizar la cepa, más no analizaron a profundidad el 

comportamiento fisiológico de la bacteria en etanol, glicerol y manito! ni su efecto 

sobre. el metabolismo oxidativo, particularmente sobre el sistema respiratorio. 

Basandonos eri estos reportes decidimos establecer las condiciones óptimas de 

cÚltlvo para el crecimiento de A. diazotrophicus en etanol. 

Inicialmente consideramos que el etanol siendo sustrato potencial para el 

crecimiento es también una sustancia tóxica y por tanto era de esperarse que a 

cierta concentración pudiera actuar como inhibidor de crecimiento. De esta 

manera decidimos estudiar el efecto de la concentración de etanol en el medio 

LGIP modificado sobre el crecimiento de A. diazotrophicus. Para conocer el efecto 

de la concentración del etanol (como única fuente de carbono) sobre el 

crecimiento de Acetobacter diazotrophicus, se realizaron varios cultivos en 

matraces de 250 mi (50 mi de medio) en los que la concentración de etanol fue la 

única variante del medio LGIP modificado. La agitación se mantuvo constante a 

200 r.p.m. y el crecimiento de A. diazotrophicus fue medido por la turbidez del 

medio (A 560 nm) producida a las 48 h de incubación. También se midió el pH 

alcanzado por el cultivo como una medida de la producción de ácido acético. Los 

resultados se muestran en la tabla 1 y la Fig. 4. 
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30.0 0.03 5.8 

Tabla 1.- Crecimiento de A. diazotrophicus a diferentes concentraciones de etanol 
en medio LGIP modificado y 1 rnM de NH4 +. Los cultivos fueron realizados a 30 ºC 
con agitación de 200 r.p.rn. durante 48 h. El pH inicial del medio fue ajustado a 
5.5. 

Los resultados registrados en la Tabla 1 nos muestran que el etanol puede 

funcionar corno única fuente de carbono. Es claro que las concentraciones de 

etanol menores que O. 75% son adecuadas para el crecimiento de A. 

diazotrophicus y declina abruptamente a concentraciones mayores que 1 %. A una 

concentración de 2% de etanol ya no se registra crecimiento. Por lo tanto, se puso 

en evidencia que las células de A. diazotrophicus no tienen la capacidad para 

contender con altas concentraciones de etanol, al parecer la presencia de 

concentraciones de etanol de 1 % y mayores resultan tóxicas para el crecimiento 
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de la bacteria. En cambio; el .crecimiento de.A diazotrophicus fue aceptable a 

bajas concentraciones de: eia~61 '.(o.25 - 0.75%). En este intervalo, la . .,_ . -' '-';.._-.- --~ .. - --·. . - - ' . -·- -- - , 

concentración óptima fue de 0.2S'.'/o: (Tabla ,1 ); Paralelamente, los mayores niveles 

de acldificación·debidos ~·la producción de ácid~ acético a partir de etanol, se 

alcanzaron en los culti~o~ ~o~ ,~·~y~i'creci~l~~to'. ComÓ era de esperarse, en los 

cultivos con poco crecl~iento hubo poca variación del pH. 

1.0 
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o co 
in 
VJ 0.6 .e 
$ 
o 
1- 0.4 z w 
~ 
C3 0.2 w 
et:: 
u 
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0.5 1.0 1.5 2.0 

ETANOL ( % ) 

Fig. 4.· Crecimiento de A diazotriophicus a diferentes concentraciones de etanol 

en medio LGIP modificado y 1 mM de NH4 +. Los cultivos se realizaron a 30 ºC con 

agitación de 200 r.p.m. durante 48 h. El pH inicial del medio fue ajustado a 5.5. 

Aquí sólo se muestra hasta un 2 % de concentración de etanol. 
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A· una concentració~ de 0.25% se alcanzó la máxima turbidez (A seonm . 0.94; 

48 h de cultl~o)>E~t~ crecl~lent~ es aproximadamente el 50% del crecimiento 

registrado eÍlelmedloLGIPdonde la glucosa al 5% es la única f~ente de carbono 

(Flores eta/.,.1aee): C~~clmlentos aun mayores (A seo nm = 8) son registrados 

cuando ei medio LGIP es enriquecido con sulfato de amonio 40 mM o peptona 

(Flores et~/., 1 SS9) condición en la cual A. diazotrophicus crece utilizando el NH4 + 

o la pepto~a 6'c,mo fuente de nitrógeno y entonces no manifiesta su capacidad 

diazotrófica: 

Es Importante decir que al realizar los ensayos para probar la concentración 

óptima de etanol para el crecimiento de A. diazotrophicus, se realizaron también 

ensayos con otros alcoholes tales como manitol, isopropanol, glicerol y metano! a 

bajas concentraciones (0.2, 0.5 y 1.0%) para ver cual de ellos puede ser también 

óptimo para su crecimiento. Los resultados (no mostrados) indicaron que sólo el 

glicerol al 0.2% permite el crecimiento (A ssonm = 0.82). En los demás alcoholes el 

crecimiento fue prácticamente nulo. 

Cultivo analítico de A. diazotrophicus. 

Los experimentos anteriores permitieron conocer el rango de concentración 

de etanol adecuado para el crecimiento de A. diazotrophfcus. Ahora, para 

caracterizar el crecimiento de A. diazotrophicus empleando etanol como única 

fuente de carbono, se realizaron cultivos analíticos en un biofermentador Applikon 

con capacidad de 1 L. Para ello, se empleó el medio de cultivo LGIP modificado 

(pH 5.5) conteniendo etanol al 0.75%. La agitación (200 r.p.m.), la aereación 1.5 L 

aire min-1
) y un Kla = 77 mmol 0 2 L"1 h"1 se mantuvieron constantes. El termino 

kLa es el coeficiente de transferencia de 02 y nos indica la cantidad de 02 que se 

transfiere de la fase gaseosa a la fase acuosa en una condición de aereación y 

agitación definidos, y a un tiempo establecido. Las propiedades determinadas 

durante el crecimiento fueron: la A sso nm. la demanda de oxígeno del cultivo, la 

concentración de oxígeno disuelto, la cantidad de amonio residual y el pH del 

medio de cultivo. 
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Flg. 5.- Parámetros de crecimiento de A. diazotrophicus. El cultivo fue realizado en 
un biofermentador de 1.0 L conteniendo medio LGIP modificado adicionado con 1 
mM de NH4 •, y etanol al 0.75% como única fuente de carbono. El pH inicial fue 5.5-
y el 02 disuelto inicial fue de 400 natm gr de 0 2 mr1 (100 % saturación con aire). 
El cultivo fue aereado constantemente con 1.5 L de aire min."1. Todos los 
parámetros están en relación al tiempo. 
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En el cultivo analítico decidimos utilizar una concentración de etanol de 

0.75% que no es la óptima {0.25%) debido a que las condiciones de aereación 

intensa utilizada (1.5 L de aire / mln) provocaba la pérdida, por evaporación, de 

cantidades apreciables de etanol. 

El crecimiento de A. diazotrophicus en etanol al 0.75% fue Inferior al 

registrado por esta misma bacteria en sacarosa al 5%, tanto en su velocidad como 

en el rendimiento final alcanzado. En etanol se registró una larga etapa de 

adaptación inicial {20 h) con crecimiento lento, en comparación con 5 h en 

sacarosa, seguida por un periodo de crecimiento logarltmlco entre las 25 y 40 h 

para continuar en el resto del cultivo {hasta las 80 h) con un crecimiento lento. La 

A 560 nm máxima alcanzada fue baja {0.5 unidades) comparado con el crecimiento 

en sacarosa {A 560 nm = 2) {Flores, et al., 1999). La demanda de oxígeno por el 

cultivo en etanol también fue baja llegando a un máximo de 200 natm gr 02 / m1n·1 

mr1 de medio comparado con la demanda alcanzada en cultivos con sacarosa que 

fue de 450 natm gr 02 I m1n·1 mr1 de medio {Flores, et al., 1999). 

La demanda de 02 en el medio LGIP modificado nunca fue suficientemente 

alta para abatir el registro de 02 disuelto en el medio que llegó a un registro 

mínimo y constante del 4% {es decir, 6 µM de 02) comparado con el abatimiento 

total que se alcanza en el medio de sacarosa, donde a partir de las 20 h ya no se 

puede detectar 02 disuelto {Flores, et al., 1999). En cuanto al NH4 + disuelto en el 

medio, en el cultivo con etanol este ión ya no es detectable a partir de las 60 h 

tiempo en que coincide con la pendiente de lento crecimiento. Es probable que a 

partir de este tiempo, el lento crecimiento sea debido a una actividad diazotrófica 

limitada. Esto contrasta con la cinética de crecimiento rápido que se observa 

durante la etapa N2 -dependiente del crecimiento en el medio de sacarosa a partir 

de las 10 h tiempo en el que se agotan el NH4+ y el 02 disuelto a niveles no 

detectables por el electrodo de Clark {Flores, et al., 1999 ). 

Para comprobar de una manera indirecta, si A diazotrophicus podía 

continuar su crecimiento a base de la fijación de nitrógeno {una vez que se ha 

agotado el amonio), se continuó con el cultivo hasta las 11 O h sin que ocurriera 

crecimiento significativo. La adición de una segunda dosis de etanol {0.75%) al 
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cultivo en fase estaclonarla(110 h) reinició el crecimiento el cual alcanzó una Á. 560 . 
·.·,, -

nm de 0.9 a las 200 h (datos no mostrados). Así, pareciera que la concentración 

Inicial de etanol se convirtió en un factor limitante para el creciml~nt6:'d~N2 
dependiente. 

Se sabe que la oxidación del etanol conduce a la formación d~ áciid~ icéticó. 

La medición del pH del medio de cultivo proporcionó información a cerca de dicha 

producción de por las células de A. diazotrophicus. En este sentido se observó 

que la acidificación se intensificó durante la fase logarítmica de crecimiento (Fig. 5 

A, triángulos blancos y F, triángulos negros). El pH mínimo (4.5) se registró entre 

las 55 y las 70 h. 

Composición citocrómica del sistema respiratorio de A. diazotrophicus crecido en 

etanol al 0.75%. 

Se determinaron los componentes citocrómicos presentes en el sistema 

respiratorio de A. diazotrophicus crecido por 48 h en etanol al 0.75%. Para ello se 

realizaron cultivos en un fermentador de 60 L (Flores, et al., 1999) en el medio de 

cultivo LGIP modificado limitado de amonio. Se ajustaron las condiciones para 

mantener una aereaclón de 1.5 L de aire m1n·1 por litro de medio. Las células 

fueron cosechadas y rotas y las membranas fueron recuperadas de acuerdo a lo 

mencionado en materiales y métodos. Los componentes citocrómicos fueron 

determinados en las membranas mediante espectros diferenciales reducido 

menos oxidado a 77K. Los espectros diferenciales reducidos con glucosa, etanol o 

ditionita mostraron un perfil espectral parecido, indicando que los tres donadores 

de electrones utilizados reducen los mismos componentes citocrómicos, aunque 

en diferente proporción, siendo la dilionita el reductor más potente seguida por la 

glucosa y el etanol (ver Fig. 6A). El efecto hipercrómico del KCN en el espectro 

reducido (589 nm) ha sido considerado como un criterio para identificación de la 

citocromo oxidasa de tipo ba (también conocida como a,). (ver Fig. 6A) 

(Matsushila, et al., 1990). Las células crecidas con etanol al O. 75% mostraron la 
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presencia de citocromos de tipo b (picos a 428, 528, 555 y 564 nm), e (picos a 520 

y 547 nm) y a1 (hombros a 440 y 589 nm) (ver Fig. 6Ar 

En el caso de la reducción con etanol destaca la reducción de citocromo e a 

547 nm, sobre la reducción de citocromos b a 555 y 564 nm. Esto se explica ya 

que la PQQ deshidrogenasa para alcohol contiene 4 citocromos e asociados a su 

estructura (Matsushita, et al., 1994). Llama la atención los bajos niveles de 

reducción para citocromos tipo b, generados por etanol en comparación por 

ejemplo con glucosa que es otro sustrato fisiológico. Por Jo pronto no tenemos 

explicación para esta diferencia. Los espectros. diferenciales con monóxido de 

carbono (CO) revelaron la presencia de un cltocromo a1 reactivo con CO, (picos a 

424 y 589 nm y valles a 441 y 61 o nm) (Flg. 68). A este citocromo se ie atri~uyó la 

actividad de oxidasa terminal. 

Nuevamente, comparando los niveles de reducción inducido por etanol y por 

glucosa,. vemos en la Fig. 6A que la señal a 589 nm para citocromo a es de Ja 

misma magnitud en ambos sustratos, indicando igual nivel de reducción; lo mismo 

ocurre en el caso de los espectros diferenciales con monóxido de carbono (Flg. 

68), las señales para el aducto a-CO también son de la misma magnitud. 

La Identidad de la oxidasa terminal 81 fue confirmada por las señales 

espectrales obtenidas al realizar el espectro de fotodisociación del aducto 

citocromo ba-CO, reducido con ditionita (valles a 427 y 589 nm) (Fig. 6C). El 

espectro de fotodisociación obtenido es semejante al espectro que se obtiene 

cuando se disocia el complejo de CO que forma una oxidasa de tipo aa3 como es 

el caso de la oxidasa mitocondrial y la oxidasa a83 bacteriana (Poole y Gregory 

2000). Así el efecto hipercrómico del cianuro sobre el espectro reducido (Fig.6A), 

el espectro diferencial de CO (Fig.68) y el espectro de fotodisociación del aducto 

de CO (Fig. 6C) nos indica que la oxidasa de A. diazotrophicus tiene citocromo a 

en su centro reactivo para oxígeno; el efecto hipercrómico del cianuro nos indica 

que se trata de una oxidasa citocromo ba también conocida como citocromo a1, 

que fue inicialmente descrita en A pasteurianus (Takemura, et al., 1993). 
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Flg. 6 A .- Espectros diferenciales reducido + KCN - oxidado a 77K de 
membranas de Acetobacterdiazotrophicus obtenidas de células crecidas en medio 
LGIP modificado con 0.75 % de etanol como única fuente de carbono y 1 mM de 
NH4•. Las membranas fueron reducidas con ditionita (D), glucosa (G) o etanol (E) 
y oxidadas con persulfato de amonio. En la parte superior derecha se muestra la 
amplificación de la región comprendida entre 500 y 620 nm. En todos los casos se 
utilizaron 5 mg de proteína membrana! y a cada muestra se le adicionó KCN 
(1mM). 
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Fig. 6 8 .- Espectros diferenciales reducido + CO - reducido a 77K de membranas 
de Acetobacter diazotrophicus obtenidas de células crecidas en medio LGIP 
modificado con 0.75 % de etanol como única fuente de carbono y 1 mM de NH4+. 
Las membranas fueron reducidas con etanol (E) o glucosa (G). Se utilizaron 5 mg 
de proteína membrana!. 
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Fig. 6 C .- Espectro diferencial de membranas reducidas con ditionita y burbujeadas 
con CO y fotodisociadas menos membranas reducidas con ditionita CO. Se utilizaron 
5 mg de proteína. 

Las actividades respiratorias de A. diazotrophicus crecido en etanol al 0.75% como 
única fuente de carbono. 

Se determinaron las actividades de oxidasas y deshidrogenasas de A. 

diazotrophicus en membranas de células crecidas en etanol al 0.75%. Las 

actividades de las oxidasas se midieron polarográficamente con un electrodo tipo 

Clark (Burris, 1991; García, et al., 1994; Hartmann, et al., 1987). Las actividades de 

las deshidrogenasas se midieron espectrofotométricamente empleando 

ferricianuro de potasio como aceptor de electrones (Ameyama, et al., 1982). 

Los resultados indicaron que las células crecidas en etanol al 0.75% (tabla 2) 

poseen una variedad de deshidrogenasas activas asociadas a la membrana y que 

son capaces de donar electrones a la cadena respiratoria dando como resultado 

las actividades de oxidasas correspondientes (tabla 2). Las actividades específicas 

de deshidrogenasas con diferentes sustratos han sido arregladas de 
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menor de acuerdo con la activldad;;reglstrada con ferrlclanuro como aceptor de 

electrones Y· podem~s ·ci1stingulr tres gf~pos: ·actividades notablemente altas, 
-· .· -,. - -- . -.·. ' .· ·., :-,· "· 

aquellas registradas con glui:osat· acetáldehfdo, NADH, etanol e lsopropanol con 

3527, .··43~7;·3157, 3228.Y 1431 ~mbJ\¡y;1n·1 mg proteina-1 respectivamente; 

actividades mode'radas: succlnato; glucon8to,' glucosa 6P y glicerol con 183, 137, 

120 y 11 S ninol mln'.1 mg proteina·1 r~~p~ctlvamente y actividades bajas de la 

fructuosa y metanol con 58 y 31 nmol .mln"1
> mg proteina·1 respectivamente. 

Las actividades de las ·.oxldasas ·no mostraron el mismo patrón que las 

deshldrogenasas y de Igual ma~ar¿·las dividiremos en tres bloques: 1) actividades 

altas con glucosa, acetaldehfdci,,NADH, etanol, succinato, ascorbato + THQ y 

ascorbato + TMPD, con actividades de 4136, 3962, 3725, 650, 419, 350 y 575 

natm02 min"1 mg de próteína71. respectivamente. 2) Actividades medias en 

isopropanol y gluconato Con 275 y 152 natm02 m1n·1 mg. respectivamente y 3) 
actividades bajas: sólo ocurrió en el metano! con 50 natm02 m1n·1 mg de 

proteína-1• En la tabla 2 se muestran las actividades respiratorias comparativas de 

A. diazotrophicus. 
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TABLA 2.- Actividades respiratorias de A. diazotrophicus crecido en etanol al 0.75 % y en sacarosa al 5 %. 
Las actividades para oxidasas están expresadas como: nátomo gramo de 02 min·1 mg proteína·1

, mientras que 
las actividades de las dehidrogenasas se expresan como: nmol Fe(CN)B" reducido min"1 mg proteína·1• 

n. d. no detectado. 

SUSTRATO 

Succinato 

Gluconato 

Glucosa-6P 

Glicerol 

Fructuosa 

Metanol 

Ascorbato+ THO 

Ascorbato+ TMPD 

Actividades respiratorias de las 
membranas de células crecidas en etanol 

al 0.75 % 
(a) 

Oxidasas 

sacarosa al 5 %'~; '° •·: · · '·· ': Relación 



Inhibición con cianuro de potasio. 

Las oxldasas terminales de las células crecidas en etanol al O. 75% , fueron 
. . 

caracterizadas por su inhibición con KCN en membranas de A dlazotrophicus. El 

KCN es un inhibldor de las oxidasas terminales de la familia Fe2
• Cu2

• (von Jagow 

et al., 1986). De esta forma las actividades de oxidas de glucosa, etanol, NADH, 

acetaldehído, TMPD y THQ oxidasa fueron tituladas · cori KCN · (Flg. 7). Las 

membranas obtenidas en crecimiento con etanol al 0.75% mostraron claramente la 

presencia de dos componentes cinéticos, uno altamente sensible al KCN y otro 

resistente. Cerca del 40% de la actividad de oxidasa fue inhibida por bajas 

concentraciones del lnhibidor (0.25 mM). El segundo componente cinético fue 

resistente hasta una concentración de 2.5 mM. A manera de especulación 

podríamos suponer que la actividad sensible a KCN se asocia con la oxidasa ba, 

mientras que ta oxidasa resistente a KCN no está identificada. En la gráfica 

destacan el grupo de las actividades con asc-TMPD, asc-THQ, acetaldehído y 

etanol por su menor sensibilidad a KCN. Las actividades con NADH y glucosa 

fueron más sensibles al KCN. 

Análisis electroforético en PAGE-SDS. 

Con ta finalidad de caracterizar los citocromos de tipo e, se realizó ta 

separación electroforétlca por PAGE-SDS de tas membranas completas de A 

dlazotrophicus. (Flg. 8). Los citocromos de tipo e fueron identificados por su 

actividad de peroxidasa (Thomas, et al., 1976). Los resultados indicaron que las 

membranas de las células crecidas en etanol al 0.75%, fueron ricas en citocromos 

de tipo c. Estos citocromos resultaron novedosos ya que presentaron pesos 

moleculares elevados. Su masa relativa (Mr) fue: 67, 56 y 45 kDa (Fig. 8 carril a). 

También se realizó el análisis PAGE-SDS en membranas de A diazotrophicus 

obtenidas de células crecidas en sacarosa al 5% obteniéndose resultados 

similares con citocromos de tipo e cuyos pesos moleculares fueron: 67, 56, 52 y 

45 kDa (Fig. 8, carril b). Se ha reportado que las PQQ-deshidrogenasas de 
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bacterias acéticas contienen citocromos tipo e de alto peso molecular (Matsushita, 

et al., 1994)de tal manera que los citocromos e aquí detectados deben ser parte 

de la estructura funcional de las PQQ-deshidrogenasas de A. diazotrophicus. La 

imagen que "mü~~tra el zimograma de la figura a nos indica que la cantidad de 

citocrom~s e ~sociados a membranas crecidas en etanol es notablemente superior 

a la que se mdestra en células crecidas en sacarosa. Destacan las bandas de 67, 

56 y 45 kDa. La banda 52 kDa que se visualiza en membranas de células crecidas 

en sacarosa no se observa en el caso de las células obtenidas en etanol. En el 

laboratorio se está purificando las tres PQQ deshidrogenasas y muy pronto 

podremos Identificar a cada una de las bandas de citocromo e aquí detectados. 
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Fig. 7 .- Efecto del KCN sobre las actividades de oxidasa para glucosa ( ), etanol 
( • ), NJ\DH ( ), acetaldehido ( ), Ase. + TMPD ( • ) y Ase. + THQ ( +) s en 
membranás.de A. diazotrophicus crecido en medio LGIP modificado con 0.75 % 
de etanol como única fuente de carbono y 1 mM de NH4+. 
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Flg. 8 .- Detección de citocromos tipo c por reacción de peroxidasa con bencidina 
en membranas completas de A. diazotrophlcus crecidas en medio LGIP 
modificado con 0.75 % de etanol como única fuente de carbono (carril a) y 
sacarosa al 5% (carril b) como únicas fuentes de carbono y 1 mM de NH4+ en 
ambos casos. Como referencia se empleó citocromo e de caballo (carril c). Las 
cantidades de proteína empleada fueron: carril a, 400 µg ; carril b, 2 mg y carril c, 
5µg. 
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DISCUSIÓN 

Acetobacter _diazotrophicus es una bacteria aerobia y dlazotrófica cuya 

capacidad para fijar nitrógeno· en vida libre destaca por su gran toleranéia al oxígeno 

(Ping, et al., 1978). Se ha aislado de rafees, tallos y hojas dé la caña de.azúcar 
' ·;' ': ' . ' . - - . . ' ' :-: ~ ·.' >' ~. :. ·:: . ..; ,.. . ' • 

(Cavalcante, et al., 1988;. Galar, et al., 1995; Glllis, et af, .• ,1989; H~rnáridez, et al., 

1995; Stepha~. et. a1.)1986) · y'mé~ recientelTlente'·ci~, la;"p{ña;·cy:er' café. En el 

laboratorio, se han obt~nldo resultados que lle'vari ';:{~proponer que Acetobacter 

dlazotrophicus presenta ~n ~ecarilsmo d~ prote;;~16r1{.re~~iratoria para su 

nltrogenasa, similar al que· opera ~n'Azotobacter .;/11eúÍÍ,d;("(Oelze, 2000). De esta 

forma, las altas tasas de •respiración registradas ·en Acetobacter diazotrophlcus 

permiten mantener .un ambiente intracelular bajo. en ~xfgeno, compatible con la 

función de la nftrogenasa (Flores, et al., 1999). Las altas tasas de respiración se 

atribuyen a un conjunto de deshldrogenasas muy activas y a fa presencia de varias 

oxldasas terminales en el sistema respiratorio de Acetobacter diazotrophicus como el 

cltocromo ba (también conocido como citocromo a 1), el citocromo bd y una oxidasa 

Insensible al cianuro, de la cual no se tienen datos para su identificación. 

Reís, et al (1994) estudiaron el crecimiento de Acetobacter diazotrophicus 

empleando el medio LGI limitado de nitrógeno y con diferentes fuentes de carbono. 

Encontraron que el azúcar de caña permitió buen desarrollo de la bacteria y actividad 

de la nitrogenasa (Nasa) más alta. En nuestro estudio el etanol se empleó como única 

fuente de carbono para caracterizar el crecimiento de Acetobacter diazotrophicus en 

cultivo, asf como el sistema respiratorio de la bacteria en presencia de etanol. Como 

ensayos preliminares se realizaron los cultivos de A. diazotrophicus en presencia de 

diferentes concentraciones de etanol. Los resultados indicaron que la concentración 

óptima de etanol para el desarrollo de Acetobacter diazotrophicus está entre 0.25, y 

0.75 %. Como se puede observar, el crecimiento de A. diazotrophicus en etanol fue 

bueno pero no tanto como en glucosa o sacarosa. Se ha reportado que los 

microorganismos que pertenecen al grupo de las bacterias acéticas poseen la 

capacidad para crecer en una amplia variedad de azúcares y alcoholes (Matsushita, 

et al., 1994). En concordancia con los datos descritos en la literatura, hemos 
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comprobado que A. diazotrophicus es capaz de crecer en altas concentraciones de 

sacarosa '(Stephan, et al., 1988; Reis, et al., 1995; Flores, et al., 1999), sin embargo, 

elem-plearetanol como única fuente de carbono no promueve un crecimiento similar. 

E'. mejor crecimiento de A. diazotrophicus fue detectado a bajas concentraciones de 

etanol. ·~concentraciones de etanol superiores al 0.75% (por ejemplo de 1 a 30 %) 

no se registró crecimiento (tabla No. 1 ). Lo anterior nos llevó a proponer que el etanol 

e.n-altas concentraciones es tóxico para el crecimiento de A. diazotrophicus. La razón 

• se desconoce, sin embargo, se ha reportado que el etanol y en general los alcoholes, 

afectan numerosos procesos biológicos en la mayoría de los microorganismos, 

muchos de Jos cuales son procesos asociados con la membrana celular. Los 

alcoholes como moléculas antipáticas alteran tanto ambientes hldrofóblcos como 

hldroffllcos {lngram, et al., 1980). La baja oxidación del etanol también se reflejó en la 

acidificación producida en los cultivos: los cultivos con mayor crecimiento apenas 

alcanzaron un valor de pH de 4.4. 

La caracterización de las propiedades de crecimiento de A. diazotrophicus 

indicaron que la bacteria presenta una cinética lenta de crecimiento y un bajo 

rendimiento celular. La curva de crecimiento de A. diazotrophicus mostró dos 

componentes cinéticos. Proponemos que la primera fase de crecimiento, la más 

rápida, debe atribuirse al crecimiento soportado por la presencia del NH4 + añadido al 

medio de cultivo. La segunda etapa, más lenta ocurre a partir del agotamiento del 

NH4+ en el medio y por tanto es probable que una actividad diazotrófica limitada sea 

responsable del crecimiento lento a partir de N2. 

En las bacterias acéticas se ha reportado, que la oxidación del etanol es 

llevado a cabo por deshidrogenasas membranales específicas como la quinol­

cltocromo e alcohol deshidrogenasa (A-OH) y la aldehído deshidrogenasa (AL-DH) 

(Ameyama, et al., 1982; Matsushita, et al., 1990; Matsushita, et al., 1992; Matsushita, 

et al., 1994). Ambas enzimas presentan sus sitios catalíticos orientados hacia el 

espacio periplásmico; de esta forma, la oxidación de los azúcares y alcoholes ocurre 

en el exterior de la bacteria (Matsushita, et al., 1994) y la acumulación de los 

productos de oxidación favorece la acidificación del medio de cultivo (Matsushita, et 

al., 1994; Flores, et al., 1999). La oxidación del etanol por las células de A. 
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diazotrophicus causó una acidificación moderada del medio de cultivo {pH 4.5) 

comparado con la mayor acidificación registrada en los cultivos de A. diazotrophicus 

crecido en sacarosa (pH 3.5) (Flores, et al., 1999). Proponemos que esta diferencia 

está directamente relacionada con las cinéticas de crecimiento en los dos sustratos y 

su metabolismo asociado. Los cultivos realizados en sacarosa alcanzaron una A 5ó0nm 

de 2 mientras que los cultivos de A. diazotrophicus crecidos en etanol alcanzaron una 

A ssonm de 0.5. La cantidad de ácidos orgánicos generados en estos cultivos fue 

proporcional al crecimiento. Por lo tanto la presencia de sacarosa al 5% en el medio 

de cultivo permitió el mejor crecimiento de la bacteria y la mayor acidificación del 

medio, en comparación con el cultivo de A. diazotroiphicus realizado en etanol. 

La curva. de la demanda de oxígeno mostró un comportamiento paralelo al 

crecimiento .. Las• tasas de respiración fueron bajas (la velocidad de oxidación del 

etanol fue baja); Esto podría explicar el pobre crecimiento registrado cuando se 

emplea etanol como única fuente de carbono. A pesar de ello la respiración de las 

células 'disminuyó considerablemente la concentración de oxígeno disuelto en el 

medio de. cultivo, {3% de saturación ó 66 µM). Esta cifra contrasta con la nula 
, . ,- , ;. 

·detección de 02 durante el crecimiento en sacarosa. 

Hacia las 60 h, la concentración de amonio residual llegó a ser indetectable 

por el electrodo de amonio. A pesar de que el consumo fue lento, consideramos que 

el agotamiento del amonio en el medio de cultivo debió ser causa de que el cultivo 

alcanzara la fase de lento crecimiento. 

A. diazotrophicus crecido en etanol presenta un conjunto de deshidrogenasas 

membranales, similar al registrado cuando la bacteria es crecida en altas 

concentraciones de sacarosa (Flores, et al., 1999). De esta forma, se detectó la 

presencia de la G-DH, NADH-DH, A-OH, AL-OH, succinato deshidrogenasa (S-DH) y 

gluconato deshidrogenasa (G-DH). Entre las deshidrogenasas más activas fueron 

detectadas la G-DH y NADH-DH y las deshidrogenasas involucradas en la oxidación 

de alcoholes: A-DH y AL-DH. Lo interesante de este estudio fue haber encontrado 

que la presencia del etanol favorece notablemente la expresión de estas últimas 

enzimas, comparado con su expresión durante el crecimiento en sacarosa (Stephan, 

et al., 1991; Matsushita, et al., 1992; Flores, et al., 1999). El etanol tuvo un fuerte 
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efecto positivo sobre la expresión de la A-DH y AL-OH de A. dlazotrophlcus, lo cual 

está de acuerdo a lo observado en Gluconobacter suboxldans, G. Llquefaclens y otras 

bacterias acéticas cuando son crecidas en etanol (Matsushita, eta/., .1994). Al parecer 

se trata de dos ejemplos de enzimas constitutivas en• A. diazotrophlcus. Se ha 

reportado que la A-DH y la AL-DH se encuentran formando un complejo en la 

membrana citoplásmica (Ameyama, et al, 1982). La presencia.de este complejo es 

importante porque debe impedir la intoxicación de la célula ;. b~cteriana por la 

presencia del acetaldehído. El acetaldehído es un compuésto ~um'~ménté tóxico para 

el metabolismo celular. De esta forma, el acetaldehído producido P,O~ la A-DH debe 

ser rápidamente oxidado por la AL-DH produciendo ácido acético. (Ameyama, et al., 

1982). Proponemos que el complejo formado por la A-DH y AL-DH debe funcionar 

como un efidiente sistema de desintoxicación por acetaidehído yestá acOplado al 

sistema respiratorio de A. dlazotrophlcus. Otra de las enzimas que incrementó su 

.aétlvidad fue la G~DH. Esta deshidrogenasa participa activamente en el proceso de 

oxid~ción de.1a'Q1ucosa para producir ácido glucónico y es una de las enzimas clave 

, del,m~tabc:ÍIÍ,~rT1o de azúcares en A. dlazotrophicus (Attwood, et al 1999; Ameyama, et 

a/}1094)'.~Lápresencia de la G-DH en el sistema respiratorio de A. diazotrophicus 

crecido en etanol puede indicar que esta enzima es constitutiva, o bien que los genes 

· •. de la G-DH y la AL-OH de A. diazotrophicus se transcriben de manera simultánea, 

independiente de la fuente de carbono empleada. No se tienen datos al respecto y 

ésto podría ser motivo de estudios posteriores. 

Los datos del laboratorio indicaron que el sistema respiratorio de A. 

diazotrophicus crecido en etanol se compone de los citocromos e, b y a, (también 

conocido como citocromo ba). En este caso, el KCN tuvo un fuerte efecto 

hipercrómico (a 589 nm) que nos permitió confirmar la identidad del citocromo a1 en 

las células de A. diazotrophlcus. Su función como oxidasa terminal fue determinada 

mediante los espectros con CO y los espectros de fotodisociación. El citocromo a1 no 

es muy frecuente entre las bacterias. Hay pocos reportes que indican su presencia en 

algunas bacterias como A. aceti y A. pasteurianum (Poole, 1983). por lo que resulta 

interesante su estudio ya que como determinamos en este trabajo, en A. 

diazotrophicus participa en la oxidación del etanol acoplado a la cadena respiratoria. 
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La cinética de Inhibición con KCN mostró que el sistema respiratorio de A. 

diazotrophlcus posee una oxidasa terminal resistente al cianuro. La naturaleza de la 

Óxldasa resistente al cianuro no se conoce y deberá ser objeto de un estudio 

posterior. 

A través del PAGE-SDS ·se descartó la presencia del complejo be, y del 

cltocromo e soluble (de 13 kDa). En su lugar se detectaron tres bandas de cllocromos 

e con alto peso molecular: 45, 56 y 67 koa: Dat~s de la literatura indican que estos 

cllocromos e forman parte de las subunidáde~ r y Ude las deshldrogenasas para 

alcohol y aldehído (Matsushlla, et al., 1990; ~aisüshiia. et al., 1992). El PAGE-SDS 

.de las membranas de A. diazotrophicus obtenidas de células crecidas en presencia 

de sacarosa reveló la presencia de 4 bandas correspondientes a los citocromos e de 

46, 52, 56 y 67 kDa (Flores, et al., 1999). La banda de 52 kDa no fue detectada en las 

membranas de A. diazotrophicus crecido en etanol; tampoco fue detectado en las 

membranas de A. diazotrophicus crecido con sacarosa y exceso de amonio (el 

exceso de amonio reprime la actividad de la nitrogenasa y la expresión de ciertos 

componentes del sistema respiratorio) (Flores, et a/., 1999). Los datos anteriores 

podrían sugerir que el citocromo e de 52 kDa se pone de manifiesto cuando la 

·.· bacteria se encuen_tra fijando nitrógeno y el metabolismo del carbono se mantiene 

activo a través de la vía de la G-DH. Sin embargo, las mutantes de A. diazotrophicus 

. carentes de citocromos de tipo e son capaces de fijar nitrógeno (Sunhe Lee, et al., 

· 2000; comunicación personal). 

La presencia del etanol en el medio de cultivo favoreció notablemente la 

expresión de los citocromos e de 45 y 67 kDa, lo cual se pudo visualizar fácilmente en 

el análisis electroforético de PAGE-SDS por la intensificación de las bandas. Estos 

citocromos e deben estar asociados a las deshidrogenasas para alcohol y 

acetaldehfdo en el sistema respiratorio de A. diazotrophicus. No sabemos si A. 

diazotrophicus crecido en etanol sea capaz de fijar nitrógeno. No tenemos evidencias 

y tampoco se ha reportado de que A. diazotrophicus fije nitrógeno en presencia de 

etanol, por ello proponemos la realización de ensayos ARA para determinarlo. Del 

mismo modo, será necesario analizar el crecimiento de A. diazotrophicus en etanol 
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bajo técnicas de cultivo en equilibrio utilizando un quimiostato donde el factor limitante 

para el crecimiento sea el aporte de etanol al medio~ 
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CONCLUSIONES. 

1.- El etanol es utilizado por A. diazotrophicus como única fuent~ d_;; carbono en 

concentraciioneis, b~jas. ci:mcentraciones mayores a o. 75% result~ron tÓ>dcas para 

el creCimient~ de la b~6teria ... · · : > 
• >';' <\~-, ... ,_ , ·- .·;·;~, ~) 

2.-A. diazotrophicüs:creceen etanol con una cinética bifásica,d~ran.teia primera 

fase utiliza ~I arnonÍ~ d~I m'eciio (1 mM) y cuando éste ~e agotay¡;;·I b'}al~anza su 

nivel más bajo c3ó h) se inlciá una fase de lento crecimie~t~'.·~~~ ;~t~I t'ez sea 
- ·~ '.· '·i ~' -C- • ··- \, • • , • 

diazcítróficá; ·· •t " ·:.--·-.::_::,:r::~ (~;-~-·--'. 

3.- Los espectros diferenciales de baja temperatura (77 K) indicar~n I~ ~resencia 
de los citocromos de tipo b, e y a1 (ba). El citocromo a1 es la oxidasa terminal 

principal en las células crecidas empleando etanol como única fuente de carbono. 

También se detectó una oxidasa resistente al KCN pero se desconoce su 

identidad. 

4.- Los citocromos e mostrados por los espectros diferenciales están asociados 

directamente con las deshidrogenasas para alcohol (A-OH) y aldehído (AL-OH) en 

el sistema respiratorio de A. diazotrophicus. El complejo bc1 no parece estar 

presente en el sistema respiratorio de A. diazotrophicus ya que no se detectaron 

las bandas de proteína referentes a los citocromos c1 (30 kOa) y de un citocromo c 

soluble (13 kOa). 

5.- El espectro de fotodiasociación y los espectros diferenciales con CO sugirieron 

la presencia de la oxidasa terminal ba (ubiquinol oxidasa). La presencia de la 

citocromo oxidasa ba fue confirmada por el efecto hipercrómico del KCN a 589 

nm. 

45 



6.· Las altas tasas de respiración encontradas en A. diazotrophicus son 

favorecidas por varias deshldrogenasas membranales muy activas; algunas tienen 

sus sitios catalíticos orientados hacia el espacio periplásmico (G·DH, A·DH y AL· 

DH) y otras hacia el citoplasma (NADH·DH y SUCC-DH). 

,'.;• 

7.· Los citocromos d~ tipo casociados a la A·DH y AL·DH incrementan su 

expresión en presenci~ de etanol. Las actividades respiratorias referentes a la 

oxidación de etarí~I y ~ceialdehfdo también fueron favorecidas notablemente en 
.. ;\•' ' - ' 

presencia de etanol.. 
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SUGERENCIAS 

Hemos demostrado que A. diazotrophicus puede crecer en etanol como única 

fuente de carbono y que los niveles de expresión del sistema respiratorio serían 

suficientes para contender con el 0 2 y así proteger a la nitrogenasa contra la 

lnactlvación por 02. 

Corno sugerencia única del presente trabajo: 

Definir la capacidad de A. diazotrophicus para fijar N2 durante el crecimiento 

aerobio con etanol como única fuente de carbono. La fijación de nitrógeno podría 

ser medida por el sistema de ensayo en células enteras (ARA) que se a foca en la 

reducción del acetileno a etlleno por la nltrogenasa. Sustráto y producto son 

determinados por cromatografía de gases. 
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