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RESUMEN

' Acet'oba”cter diaZotrophicus es una bacteria aerobla estricta y diazétrofa que
ha sido alslada de las rafces tallos y ho]as de la caﬁa de azticar y recnentemente
fue aislada del café y Ia Hemos determlnado que A. diazotrophicus posee un

- sistema aerobio e : rticlpan acuvamente las deshidrogenasas
periplasmicas para glu i taldehfdo En este trabajo se determiné el
efecto del etanol como nica’fuente dek‘_ carbono en la’ expresidn del sistema
respiratorio de este organlsmo Lo, resultados indican que el sistema respiratorio
estd constituido por citocromos de tlpo b c-y a, el citocromo ba fue identificado
como la oxidasa terminal principal.  Ademas, el sistema cuenta con varias
deshidrogenasas membranales muy activas (i.e. glucosa, etanol y acetaldehido
deshidrogenasas), que donan electrones directamente al sistema respiratorio. La
inhibicion con KCN de las actividades de glucosa y NADH oxidasa puso de
manifiesto la presencia de un componente altamente sensible; la actividad de!

etanol oxidasa resulté ser mas resistente.



INTRODUCCION

Sistemas respiratorios en bacterias.

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

tienen relacion con el oxigeno presente en el entorno, tal es el caso de la
respiracién aerdbica encaminada a la produccion de energia mediante el
metabolismo oxidativo mitocondrial en eucariontes, o bien por medio del proceso
oxidativo llevado a cabo en la membrana citopldsmica de los procariontes. Una de
las funciones de las cadenas respiratorias desarrolladas aerdbicamente,
corresponde a la translocacién de protones (H*) al exterior de la bacteria, lo cual
genera un gradiente proton-electroquimico a través de la membrana citoplasmdtica,
que puede ser utilizado para la sintesis 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 ia membrana
citopldsmica, dio lugar al concepto de “cadena respiratoria”, entendiendo con esto
que la transferencia de electrones procede desde los sustratos metabdlicamente
utilizables hasta el aceptor final de electrones; en el caso de la respiracidn aerdbica
el aceptor final de electrones es el oxigeno. Una cadena respiratoria tipica esta
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 reduccidon de!
oxigeno (Matsushita, et al, 1984). La ubiquinona funciona como una molécula
acarreadora de electrones cuyo tamafo pequefio y cardcter no polar, le permite
desplazarse con gran facilidad en el ambiente hidrofébico membranal. Se pueden
distinguir varios complejos proteicos que forman parte de la cadena respiratoria
mitocondrial y tienen actividad definida: el complejo | o NADH-ubiquinol oxido-
reductasa, el complejo 1l o succinato-ubiquinol oxido-reductasa, el complejo Il o
ubiquino!l citocromo-c oxido-reductasa y el complejo IV o citocromo-c oxido-
reductasa (Stryer, 1995).



los compuestos como el NADH y el succinato, se lleva a cabo
a mitocondrlal y es un proceso que estd ligado a la cadena

uyen al complejo ubiquinol-Cit-c oxido reductasa
itp oxidasa(Cit-aas) , donde e! oxigeno se reduce
hjfe"en las bacterias, sin embargo, es éstas Ultimas
EUéntb a la composicién y organizacién de sus
chos ‘de los sistemas respiratorios reportados en
bacterias, poseen ramificaciones en torno a la poza de quinona, lo que hace posible
-que; Ias bacterias‘pued'an contar con dos o mds oxidasas terminales con diferente
afmldad por Oz ue les permlte aprovechar el poco o mucho oxigeno disponible en
ely medio amb'lente;(Poole y Gregory, 2000).
‘f,En la Fig 1'se muestra la organizacién de un sistema respiratorio bacteriano
tfplco, el cual 1orma 2 ramas a partir de la poza de ubiquinol (UQHz) (Anraku y
E Gennis. 1987) De acuerdo con lo anterior, aquellas oxidasas que utilizan ubiquinol
como “sUstrato reciben el nombre de “quinol oxidasas”, mientras que las oxidasas
que reciben electrones de un citocromo c se les denomina “citocromos ¢ oxidasas
e (Anraku y Gennis, 1987).

Como mencionamos anteriormente las vias alternas transportadoras de
electrones terminan en oxidasas con afinidades diferentes por el oxigeno. La
expresion de estas vias dependen de las condiciones ambientales en que se
desarrolle el microorganismo, segtin lo demusestran los estudios realizados en E.
Coli, Azotobacter vinelandiiy Acetobacter aceti (Anraku y Gennis, 1987 ; Jones y
Redfearm, 1967; Matsushita, et al, 1992). A menudo, la presion de Oz y fuente de
C son determinantes para la expresion de vias alternas de respiracién.




Lactato “Formato o NADH Succinato

Y

Deshidrogenasas

l

Ubiquinol (UQH?2)

\

Com‘plejo be;
Ubiquinol-oxidasa = -~ = Citocromo-c

Citocromo-c oxidasa

Fig.1.- Esquema general de un sistema respiratorio bacteriano.
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Caracterizacién de una cadena respiratoria.

Los citocromos fueron los primeros componentes de la cadena respiratoria
que se detectaron debido a sus caracteristicas espectrales en la region visible del
espectro electromagnético (Nicholls, 1987). La secuencia de transportadores de
electrones en la cadena respiratoria mitocondrial fue establecida a principios de
los afios 60, como resultado de la aplicacion de! electrodo de oxigeno y de las
técnicas de espectroscopfa diferencial. Por otra parte, el descubrimiento de
inhibidores especificos de la cadena respiratoria permitié la utilizacién dei
electrodo de oxigeno para localizar los sitios de acceso de los electrones y de los
puntos de accidn de los inhibidores. Con esta informacién es posible realizar el
andlisis de localizacién de cada transportador redox en relacién con otros centrgs.',




Antecedentes.

Las especles del género Acetobacter pertenecen al grupo de Ias bacterias
acétlcas y ‘como tales poseen la maquinaria enzimédtica para catalizar la oxidacién
) incompleta (fernﬁentacnc’m aerobia) de azicares y alcoholes (Matsushita, et al,
: v,1994) contexto. A. diazotrophicus utiliza preferentemente a la glucosa
:como fuente dek carbonO' tamblén puede emplear sacarosa y gluconato (Cavalcante,

ot al., 1988) (Fig 2)

- fructosa . glucosa

fructocinasa

glucosa G«P lsomarasa

fructosa 6-P —b glucosa 6-P gluconato
) N v N A glucoaa -8-Pe 3 M “2-cetogiu-
: BRI RE dashld:ogsnasa 2 * " conato fe gluconato
fructosa bifostatasa R T 7. %1 ductasa deshidrogenasa

s-P-gluconato 2-cexogluconatc -cetogluconato

glicerol frutosa-1,6-bis-P S . L
S 8-fosfogluconato

. E S ldeshldroganua 2
‘/’Uc/% S el 2-celogluconato S-celoglutanato
3 Bot95,.3 b1, P rlbulosa-s P deshidrogenasa deshidrogenasa

Sa 'Vafo v e
£3 R
. S A : lrnuscalolua

dihidroxiacetona-P . > gllcemldehfdo-a-P : 2,5-dicetogluconata

triosefostato Isomerasa

wdosfalo

transatdolasa

, : /\ Etano!

‘_gllqeraideh(do-s.P fructosa-6-P alcohol deshidrogenasa

ca " - " AcetilCoA «—— Acetato «— Acetaldehido
- ciclo de Krebs mﬁmgsna.sa

an 2 Posibles rutas del metabollsmo de carbohidratos de A. diazotrophicus.
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_,c:anuro

Al igual que en otras bacterias acéticas, la oxidacién de azicares como Ia .
‘glucosa se lleva a cabo directamente en la membrana - cltoplésmlca de A
diazotrophicus. En este proceso de oxidacidn participa activamente una PQQ- B
glucosa deshidrogenasa membranal (G-DH), la cual tiene su smo catalmco;

orientado hacia el espacio peripldsmico. EI producto de oxidacién de la glucosa s .

el dcido glucdnico que se acumula ‘enel medio como producto de desecho~
(Matsushita, et al., 1994). & AR
No menos importante, son las’ PQQ,deshidrogenasas para etanol (A-DH) y'
acetaldehido (AL-DH) de A. dlazotroph/cus Estas enzimas, al igual que la G-DH,
tienen sus sitlos cataliticos’ oriemados hacia el espacio peripldsmico (Matsushita,
et al, 1994.) y contlenen 'cxtocromos de tipo ¢ asociados. Parece ser que los
cltocromos 4 de A dlazorr hlcus estén involucrados de alguna forma en una via
insensnble al clanuro. Esto se suglere de evidencia genética y mediante la
‘ solubihzac;on de membranas con Triton X-100 a bajas concentraciones. Este
) procedimlento libera Ios citocromos cresultando en la pérdida de la resistencia al

AL “diaz roph/cus se ha aislado del interior de las raices y tallos de la cana de
azulcar (Attwood, et al, 1991; Cavalcante, ot al,1988; Gillis, et al, 1989;
Herndandez, et al,1995; Stephan, et al,1991), recientemente fue aislado de la
planta del café y de la pifia (Jiménez, et al, 1997; Tapia, et al, 2000). Esta
bacteria enddfita no ha sido aislada del suelo. Es un bacilo Gram negativo, mavil,
catalasa positivo, que posee un metabolismo aerébico. Posee de uno a tres
flagelos laterales y mide 0.7 x 2.0 um de largo. La bacteria puede crecer a un pH
de 3.0 pero no a pH 7.5. Sus valores 6ptimos para temperatura y pH de
crecimiento son de 30 °C y 5.5 respectivamente (Stephan, et a/ 1991).

Se ha demostrado que A. diazotrophicus fija nitrégeno en cultivo y presenta
aerotolerancia durante la fijacién de nitrégeno (Stephan, et al,, 1991; Flores, et al.,
1998). Esta aerotolerancia se puede atribuir a la probable existencia de un
mecanismo de proteccién 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 demostré que A. diazotrophicus tiene una tasa de



respnracnon muy alta que alcanza su mé |mos mveles .ra te eI cremmiento;.

Ia oxndasé 81 como oxi asa prlnc:pal (Fig. 3).
Glucosa Gluconato Etanol Acetaldehido Acetato PERIPLASMA

Ruta de la oxidasa dominante
Clt a, > 0O Crecimiento en
2 baja concentracién

de NH,* (1mM)

\ Crecimiento en
it bd —p
/ \ Cit b Oz  aita concentracion
de NH,* (40 mM)

NADH NAD" 8ucclnato Fumarato CITOPLASMA
Fig.3.- Composicion y organizacion del sistema respiratorio de A. diazotrophicus

Aunque las PQQ-DH para etanol y acetaldehido estan presentes en
cantidades considerables durante el crecimiento en glucosa como Unica fuente de’
carbono, consideramos relevante definir las propiedades de crecimiento y
respiracién cuando A. diazotrophicus crece en ausencia de glucosa y en presencia
de etanol como Unica fuente de carbono. En estas condiciones el etanol debe ser
metabolizado a acido acético mediante dos reacciones sucesivas de oxidacion ,
catalizadas por la PQQ-alcohol deshidrogenasa y PQQ-acetaldehido
deshidrogenasa de acuerdo a las siguientes reacciones: )
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PaaADH |

1)- CHy-CH-OH . —————% . C=0
Metanol S, ' -
- CHa
;Acetalciehldo
"o
| PaQ-ALDH
2).- C=0. T~ " CHyCOO
v , L Acido acético
"CHa :

Acetaldehido

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 (Hernandez,
et al., 1995) se ha estudiado el efecto de varias fuentes de carbono (sacarosa,
glicerol y manitol al 1%) en el crecimiento y la produccion de la enzima
levansucarasa. Los autores reportan que ninguno de estos sustratos induce la
produccion de esta enzima. A las 40 horas se observa casi el mismo crecimiento
con glicerol y sacarosa y menor crecimiento con manitol, todos al 1%. A las 72
horas, el mejor sustrato para su crecimiento es glicerol, seguido por la sacarosa y
el manitol. En 1988, Cavalcante y Dobereiner sefialan que A. diazotrophicus PAL
5 puede crecer utilizando como fuente de carbono etanol manitol y glicerol, (al
1%), aunque su crecimiento, cualitativamente es menor que el obtenido con
sacarosa. Este dato fue confirmado por Gillis, et al., 1989, pero sefialan que no
hay crecimiento de la cepa en cultivos con etanol al 10% . En ambos estudios, el

11

TESIS CON
FALLA D% ORIGEN |




interés ' de los autores fue caracterizar la cepa, por lo que no analizaron a
profundidad el bomponamlento fisiolégico 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. diazotrophicus en
etanol como unica fuente de carbono y asi analizar las consecuencias sobre la
expresién del sistema respiratorio, en especial sobre la expresién de las PQQ
deshidrogenasas para etanol (A-DH) y acetaldehido (AL-DH) y sus cltocromos c
asociados. En este sentido hemos determinado que la A-DH y Ia AL-DH slempre o

favorecer notablemente la expresion de las deshldrogenasas involucradas en Ia"
oxidacion del etanol y paralelamente, los nlveles de citocromos de tip c '

12



HIPOTESIS

EI creclmiento de A. diazotropihicus empleando etanol como unica fuente o
de carbono debe favorecer la expresién de las deshidrogenasas para etanol Y,
acetaldehfdo. Paralelamente, debe incrementar la expresién de los citocromos de .
tipo c.



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL.
Conocer las propiedades de crecimiento de A. diazotrophicus PAL 5 en

etanol como tinica fuente de carbono y su efecto sobre la expresién de su sistema
respiratorio, particularmente las PQQ-deshidrogenasas peripldsmicas.

OBJETIVOS PARTICULARES:

1.- De‘_t_er'r;hl‘hé a's ‘condiciones 6ptimas para el crecimiento de A. diazotrophicus en
etanol como tnica fuente de carbono.

"2.- Identificar los componentes citocrémicos de la cadena respiratoria de A.
diazotrophicus cuando utiliza etanol como tnica fuente de carbono.

3.- Identificar la oxidasa terminal presente en A. diazotrophicus mediante técnicas
de espectroscopia durante el crecimiento con etanol como lnica fuente de

carbono.

4.- Cuantificar la expresion de las actividades de oxidasa y deshidrogenasa del
sistema respiratorio de A. diazotrophicus crecido con etanol como Unica fuente de
carbono y utilizando como sustratos: NADH, glucosa, etanol, acetaldehido vy

succinato.

14



ESQUEMA GENERAL DE TRABAJO
Acstobacter diazotrophicus

Precultivo; 30°C,48 h

(Analltnco 1L 200 r. p m.) ¢ Cultivo en (Preparatlvo 60L 200 r. p m)

y 1.5 L aire min™' fermentador. ~ . - y 60 L alre min
o l » : ‘ o "Cénififuéécién 'y lavado
- Parametros de crecimiento: : -+ . del paquete celular

Medicién del pH

. . R ‘ L
o D.O. (A s50nm) : ! "Ruptura mecanica del
e Demanda de Oz ) ) ’ paquete celular
s O disuelto
. NH4+ . 3
Centrifugacién: 10,000 r.p.m.
Centrifugacién: 40,000 r.p.m.
REIEN RN
l Membranas l
Determinacion de Actividades Zimografia para
tipo de citocromos { respiratorias citocromos tipo ¢
‘ Oxidasas
Espectros + Deshidrogenasas
diferenciales NADH
Glucosa ¢
Alcohol NADH-DH
Aldehldo G-DH
Succinato A-DH
AL-DH
SUCC-DH

Inhibicién con KCN
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MATERIAL Y METODOS
Material bioldgico.

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

Cuitivo de A. diazotrophicus .

A. diazotrophicus se "hizo crecer ,en‘ medio ‘de - cultivo LGIP modificado
conteniendo diferentes concentraclones de etanol. Para ollo, se emplearon
matraces Erlemeyer de 250 m! 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 a/ (Reis, et al., 1994) sélo que la glucosa normalmente
contenida en el medio LGIP fue sustituida por etanol en diferentes
concentraciones, de esta manera el medio que a continuacién se describe es
Ilamado LGIP modificado para indicar que la Uinica fuente de carbono es el etanol.
E! medio LGIP modificado, contiene lo siguiente: (g/L): 5 g de K:HPO,, 4 g de
KH2POy4, 0.2 gr de MgClz - 7 H;0, 0.02g de CaCl; - 2 H20, 0.002 g de NaMoQOy4 - 2
H20, 0.01 g de FeCla, 5 g de citrato, 0.1321 g de (NH4)2 SO, y etanol en un rango
de entre 0.1 y 30% de concentracién. El pH del medio se ajusté a 5.5. El etanol fue
esterilizado por filtracién y fue adicionado antes de iniciar el cultivo. Todos los
cultivos se llevaron acabo a 30 °C con agitacion constante de 200 r.p.m. durante
48 h. El crecimiento fue determinado midiendo el incremento de la turbidez a 560

nm (A ss0nm)-
Cultivo analitico de A. diazotrophicus .

El cultivo se inicié con la adicién de 50 mi de inéculo crecido por 66 h a un
fermentador de 1 L de volumen de trabajo. La aereacién fue de 1.5 L de aire min ™'
y la agitacién a 200 r.p.m. Las propiedades de crecimiento de A. diazotrophicus



Se determlnaron eI valor de pH en los cultivos de A. diazotrophicus empleando
un electrodo de pH Corning Co. y la densidad dptica a 560 nm en un
espectrofotémetro Shimadzu UV-2401 PC. Para ello se tomaron alicuotas de 10
ml del cultivo. '

Amonio residual

La, cantldad de amomo res;dual presente en ol medio de. cultivo fue valorado

' empleando un electrodo de’ amonlo (Orlon Co.). Para ello, se tomaron alicuotas de
10 mi de cultlvo en creclmiento actlvo y se adicionaron 100 pl de KOH 10 M. La

:muestra fue Ilevada dlrectamente al electrodo de amonio para cuantificar el
‘amonio resndual presente El electrodo se calibro con una curva patrén que va
desde cero (0) hasta 5mM de NH,*,

Demanda de oxigeno.

La demanda de oxigeno fue determinada polarograficamente empleando un
electrodo de Ciark (Yellow Springs Instruments) de acuerdo al método descrito por
Barquera, et al., (1991). Para ello, se tomaron alicuotas del cultivo en pleno
crecimiento. La mezcla de reaccion se ajustd a un volumen final de 1.8 ml
conteniendo medio de cultivo LGIP modificado fresco y estéril y 250 pl de cultivo

en pleno crecimiento.
Oxigeno disuelto.

La concentracion del O; 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 ml) que fueron recibidas del tanque de fermentacién en viales
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conteniendo HgC! suficiente para dar una concentracién final de 1.5 ka(Kim.'et
al., 1994). Este tratamiento para instantdneamente el metabolismo y permiteﬂm’edir
sin cambios, la concentracién de O disuelto en el cultivo en crecimiento. =

Cultivo preparativo.

EI cultivo preparartivo de A. dlazotroph/cus se realizé u i"z”’ ao ellme'd‘id: d'ek
cultivo LGIP modlflcado conteniendo 0. 75% de etanol El cumvo se Ilevé a cabo a

: 'precultlvo d 1100 h. krDespués de’ 60 h de cultivo en las condiciones descrltas. las ..
células’ fueron coseéhadas con una centrifuga Sharpless de flujo continuo. Las
células se lavaron tres veces con solucidn reguladora de fosfatos 50 mM pH 6. 0 '
conteniendo CaCl; 0.5 mM y MgCl; 0.5 mM (Barquera, et al, 1991) y fueron
almacenadas a —80 °C hasta su uso.

Ruptura celular y preparacion de membranas.

Las células fueron lavadas de acuerdo a la metodologia establecida por
Barquera, et al.,, (1991) y se procedid 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 llevé a
cabo en frio y se empleé 1 mM de PMSF (fluoruro de sulfonil-metil-fenilo), como
inhibidor de proteasas. Posteriormente el homogenado se centrifugé a 10,000
r.p.m. a 4°C por 10 min para recuperar las células que no fueron rotas, las cuales
se desecharon. Después, el sobrenadante se centrifugd a 40,000 r.p.m. a 4 °C
durante 40 min para recuperar el paquete membranal. Este paquete membranal
se lavé tres veces con solucién reguladora de fosfatos. Las membranas se
almacenaron a —80 °C hasta su uso. La cantidad de proteina en las membranas se
determind por el método de Lowry, et al, modificada por Maxwell (1976),
empleando albumina bovina como estandar.
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Actividades respiratorias.

Las actividades de las oxidasas fueron determinadas polarogrdficamente a
30°C de acuerdo al método descrito por Escamilla et al, (1987). Para ello se
empleé el oximetro provisto de un electrodo tipo Clark (Yellow Springs
Instruments). La mezcla de reaccién se ajusté a un volumen final de 2 ml
conteniendo: solucién reguladora de fosfatos 50 mM pH 6.0 6 7.4 (de acuerdo a la
actividad a medir) y suspensiéon membranal (0.1 mg de proteina membranal). La
reaccién fue iniciada con la adicién del sustrato donador de electrones: 10 mM de
glucosa, etanol, acetaldehido, succinato, gluconato, glucosa 6PQs, fructuosa,
glicerol, metanol, 2-propanol o alcohol iscamflico. Para medir NADH oxidasa se
utilizé 3 mM de NADH; mientras que en el caso de ascorbato-TMPD se utilizé
ascorbato 3 MMy TMPD 2.5 mM y para ascorbato-THQ se empled ascorbato 3
mM y THQ 2.5 mM. Se determind el efecto de KCN sobre las actividades de
oxldasas en las condiciones mencionadas anteriormente.

Las actividades de las deshidrogenasas membranales fueron determinadas
espectrofotométricamente empleando ferricianuro de potasio como aceptor de
electrones, siguiendo la metodologia establecida por Ameyama, et al., (1982). La
mezcla de reaccion se ajusté a 1 ml y contenia solucién reguladora de citrato
(Maclivaine), suspensiéon membranal (0.075 mg de proteina membranal) y
ferricianuro de potasio 10 mM. Las membranas fueron inhibidas previamente con
KCN 2 mM y la reaccion se inicié con la adicién de sustratos a concentracién 10
mM excepto NADH y succinato que fueron utilizados a concentracién de 3 mM. La
actividad fue cuantificada por el cambio de la absorbencia a 660 nm. (A esonm )



Andlisis espectral del contenido citocrémico.

E! andlisis espectrofotométrico de citocromos se llevé a cabo de acuerdo a
la metodologfa establecida por Barquera, et al, (1991) en un espectrofotometro‘_
SLM-Aminco DW 2000; se usaron celdas con paso de luz de 0.2 em- 'y los'

espectros fueron obtenidos a 77 K. Para los espectros diferencia s ’reducldo

menos oxidado se emplearon particulas mem

suspendieron en solucién de fosfatos pH 6. 0 adic
membranas fueron reducldas con dltionita'y xidad
Después de un periodo d lnéubacién

con persulfato de amonlo i
10 mln) las’ preparaciones fueron

congeladas a 77 K con ’”nitrégeho_'rquldo “La reduccién también fue hecha“'r =

utilizando como sustra S,

corbato 3 mM-TMPD 2.5 mM, NADH 3 mM, succinato -

30 mM, y glucosa 10 'mM. Para la obtencién de espectros de los complejosf" :

citocromo- CO, se hizo burbujear monéxido de carbono (CO) por 5 min, ,en vunaf
muestra reduclda previamente con ditionita (Barquera et al, 1991; Wilson etal,

1978).
" Electroforesis desnaturalizante.

La electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE) se llevé a cabo de acuerdo
con la técnica de Laemli modificada (De! Arenal, et al., 1997). E! gel resolvedor
(11.5 cm de largo X 14 cm de ancho), se prepard 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, persulfato de amonio 0.028% y TEMED 0.074%.

Se prepard el gel concentrador a una concentracién de 4.5% de acrilamida, 8% ds
glicerol, 1% de SDS, 0.066 % de TEMED, 0.05% de persulfato de amonio y 0.125
M de Tris-HCI, pH 6.8.

La mezcla de digestion esta compuesta por: 5% de SDS, 3% de §-
mercaptoetanol, 15% de glicerol, 0.15 M de Tris HCI, pH 6.7, azul de Bromofenol y
400 ug de proteina. Esta mezcla se calenté durante 3 minutos a temperatura de
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ebullicién. La electroforesis se llevé a cabo a 20 mA durante aproximadamente 9

horas (Del Arenal, et al.,, 1997).
Zimografia para citocromo c.

Las bandas de los citocromos ¢ en PAGE-SDS fueron reveladas por su
actividad de peroxidasa empleando la técnica de Thomas, et al., (1976). Después
de la electroforesis el gel fue sumergido en una solucién reguladora de acetato de
sodio 175 mM pH 5.0. Inmediatamente se adicioné 55 mi de TMB (3',3'5'.5'-
tetrametilbencidina) 0.2 mM disuelta en metanol. La mezcla se incubé 2h ay
temperatura ambiente y en oscuridad. Las bandas de los cltocromos c fueron. .
visualizadas después de la adicion del H.O2 al 30%. La reaccién fue deteniday,
lavando el gel con solucién reguladora de acetato de sodlo 175 mM pH 5.0

conteniendo alcohol isopropilico al 30%.
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RESULTADOS

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

A. diazotrophicus al igual que otras especies del género tienen la capacidad
para oxidar aztcares y alcoholes de manera incompleta (fermentacién oxidativa);
Cavalcante, et al., (1988); Hernandez, et al., (1995) reportan que la bacteria puede
crecer en etanol (1%) como Unica fuente de carbono, aunque el estudio realizado
fue sdlo’ para caracterizar la cepa, mas no analizaron a profundidad el
compbrianiiento fisioldgico de la bacteria en etanol, glicerol y manitol ni su efecto
sobre.jellv: ;metabolismo oxidativo, particularmente sobre el sistema respiratorio.
: Bas‘ah‘dbnéé '_eh' estos reportes decidimos establecer las condiciones dptimas de
cultivo lbafa ol crecimiento de A. diazotrophicus en etanol.

“" Inicialmente consideramos que el etanol siendo sustrato potencial para el
créclmientp es también una sustancia téxica y por tanto era de esperarse que a
cierta concentracién pudiera actuar como inhibidor de crecimiento. De esta
manera decidimos estudiar el efecto de la concentracién de etano! en el medio
LGIP modificado sobre el crecimiento de A. diazotrophicus. Para conocer el efecto
de la concentracion del etanol (como unica fuente de carbono) sobre el
crecimiento de Acetobacter diazotrophicus, se realizaron varios cultivos en
matraces de 250 ml (50 ml de medio) en los que la concentracién de etanol fue la
unica variante del medio LGIP modificado. La agitaciéon se mantuvo constante a
200 r.p.m. y el crecimiento de A. diazotrophicus fue medido por la turbidez del
medio (A sso nm) Producida a las 48 h de incubacion. También se midié el pH
alcanzado por el cultivo como una medida de la produccién de acido acético. Los
resultados se muestran en la tabla 1y la Fig. 4.
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Etanol (%)

Tabla 1.- Crecimiento de A. diazotrophicus a diferentes concentraciones de etanol
en medio LGIP modificado y 1 mM de NH,*. Los cultivos fueron realizados a 30 °C

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

5.8.

Los resultados registrados en la Tabla 1 nos muestran que el etanol puede
funcionar como unica fuente de carbono. Es claro que las concentraciones de
etanol menores que 0.75% son adecuadas para el crecimiento de A.
diazotrophicus y declina abruptamente a concentraciones mayores que 1%. A una
concentracion 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 téxicas para el crecimiento
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dlazotroph/‘cus fue aceptable a

bajas concentraciones 075%) En este intervalo, la

concentraclén éptlma(fu

alcanzaron en los cultivos con mayor crecimlento. Como era de esperarse, en los
cultivos con poco crecimiemo hubo poca variacién del pH
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Fig. 4.- Crecimiento de A. diazotriophicus a diferentes concentraciones de etanol

en medio LGIP modificado y 1 mM de NH,*. Los cultivos se realizaron a 30 °C con

agitacién de 200 r.p.m. durante 48 h. El pH Inicial del medio fue ajustado a 5.5.
Aqui sélo se muestra hasta un 2 % de concentracién de etanol.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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A una concentracién de 0.25% se alcanzd la méxlma turbidez (A s60nm ‘0 94'
48 h de cultlvo) Esté créclmlento es aproximadamente el 50% del crecimiento
: _LGIP donde la glucosa al 5% es la unlca fuente de carbono
9) : Creélmlentos aun mayores (A seo nm = 8) son registrados
GiP es’ enriquecido con sulfato de amonio 40 mM o peptona
v(Flores et al‘ 1999) condicién en la cual A. diazotrophicus crece utilizando el NH,*
o la peptona comb fuente de nitrégeno y entonces no manifiesta su capacidad

dlazotréﬂca
Es Importante decir que al realizar los ensayos para probar la concentracién

6ptima de etanol para el crecimiento de A. diazotrophicus, se realizaron también
ehsayos con otros alcoholes tales como manitol, isopropanol, glicerol y metanol a
bajas concentraciones (0.2, 0.5 y 1.0%) para ver cual de ellos puede ser también
éptimo para su crecimiento. Los resultados (no mostrados) indicaron que sélo el
glicerol al 0.2% permite el crecimiento (A ssonm = 0.82). En los demds aicoholes el
crecimiento fue practicamente nulo.

Cultivo analltico de A. diazotrophicus.

Los experimentos anteriores permitieron conocer el rango de concentracion
de etanol adecuado para el crecimiento de A. diazotrophicus. Ahora, para
caracterizar el crecimiento de A. diazotrophicus empleando etanol como Unica
fuente de carbono, se realizaron cultivos analiticos en un biofermentador Applikon
con capacidad de 1 L. Para ello, se empled el medio de cultivo L.GIP modificado
(pH 5.5) conteniendo etanol al 0.75%. La agitacién (200 r.p.m.), la aereacién 1.5 L
aire min™') y un KLa = 77 mmol O, L' h™' se mantuvieron constantes. El termino
kLa es el coeficiente de transferencia de Oz y nos indica la cantidad de O que se
transfiere de la fase gaseosa a la fase acuosa en una condicién de aereacién y
agitacion definidos, y a un tiempo establecido. Las propiedades determinadas
durante el crecimiento fueron: la A se nm, la demanda de oxigeno del cultivo, la
concentracion de oxigeno disuelto, la cantidad de amonio residual y el pH del

medio de cultivo.
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Fig. 5.- ParAmetros de crecimiento de A. diazotrophicus. Ei cultivo fue realizado en
un biofermentador de 1.0 L conteniendo medio LGIP modificado adicionado con 1
mM de NH,*, y etanol al 0.75% como tnica fuente de carbono. El pH inicial fue 5.5
y el O disuelto inicial fue de 400 natm gr de O, m!™* (100 % saturacién con aire) .
El cultivo fue aereado constantemente con 1.5 L de aire min."'. Todos los
parametros estén en relacién al tiempo.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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En el cultivo analitico decidimos utilizar una concentracién de etanol de
0.75% que no es la éptima (0.25%) debido a que las condiciones de aereacién
intensa utilizada (1.5 L de aire / min) provocaba la pérdida, por evaporacién, 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 registré una larga etapa de
adaptaciéon inicial (20 h) con crecimiento lento, en comparacién con 5 h en
sacarosa, seguida por un periodo de crecimiento logaritmico 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 Mdxima alcanzada fue baja (0.5 unidades) comparado con el crecimiento
en sacarosa (A ssonm = 2) (Flores, et al, 1999). La demanda de oxigeno por el
cultivo en etanol también fue baja liegando a un maximo de 200 natm gr Oz / min™
mi"' de medio comparado con la demanda alcanzada en cultivos con sacarosa que
fue de 450 natm gr O2 / min™' m!"' de medio (Flores, et al., 1999).

La demanda de O en el medio LGIP modificado nunca fue suficientemente
alta para abatir el registro de O disuelto en el medio que llegé a un registro
minimo y constante del 4% (es decir, 6 yM de O,) 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 O, disuselto (Flores, et al, 1999). En cuanto al NH,* disuelto en el
medio, en el cuitivo con etanol este i6n 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 diazotréfica
limitada. Esto contrasta con la cinética de crecimiento rdpido que se observa
durante ia etapa N, -dependiente del crecimiento en el medio de sacarosa a partir
de las 10 h tiempo en el que se agotan el NHs* y el O, disuelto a niveles no
detectables por el electrodo de Clark (Flores, et al., 1999 ).

Para comprobar de una manera indirecta, si A. diazotrophicus podia
continuar su crecimiento a base de la fijacién de nitrégeno (una vez que se ha
agotado el amonio), se continud con el cultivo hasta las 110 h sin que ocurriera
crecimiento significativo. La adicién de una segunda dosis de etanol (0.75%) al
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cultivo en fase estacionaria (1 10 h) reinicié el crecimiento el cual alcanzé una A "s60
nm de 0.9 a las-200 h (datos no mostrados) Asf, pareclera que la concentraclén g
inicial de etanol se convurtié en’ un factor lnmltante para ol creclmiento'de Nz;

dependiente. S . : o
Se sabe que la oxldacién del etanol conduce a la formaclén de écido acétlco

La medicién del pH del medio de cultivo proporcioné mformaclén acerca ‘de dicha
produccién de por las células de A. diazotrophicus. En este _sentido "se observé -
que la acidificaciéﬁ se intensificé durante la fase logaritmica de crecimiento (Fig. 5
A, tridngulos blancos y F, tridngulos negros). El pH minimo (4.5) se registré entre
las 65 y las 70 h.

Composicién citocrémica del sistema respiratorio de A. diazotrophicus crecido en
etanol al 0.75%.

Se determinaron los componentes citocrémicos presentes en el sistema
i rééplratorlo 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 aereacién de 1.5 L de aire min™ 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 citocrémicos 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 10s mismos componentes citocromicos, aunque
en diferente proporcidn, siendo la ditionita el reductor mas potente seguida por la
glucosa y el etanol (ver Fig. 6A). El efecto hipercrémico del KCN en el espectro
reducido (589 nm) ha sido considerado como un criterio para identificacion de la
citocromo oxidasa de tipo ba (también conocida como a;). (ver Fig. 6A)
(Matsushita, et al,, 1990). Las células crecidas con etanol al 0.75% mostraron la
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presencia de cltocromos de tipo b (picos a 428 528 555 y 564 nm), c (picos a 520
y 547 nm) y a, (hombros a 440 y 589 nm) (ver Fig. 6A). . )

En el caso de la reduccién con etanol destaca la reducclén de citocromo ¢ a
547 nm, sobre la reduccidn de citocromos b a 555 y 564 nm. Esto se explica ya
que la PQQ deshidrogenasa para alcohol contiene 4 citocromos ¢ asoclados a su
estructura (Matsushita, et al, 1994). Llama la atencién los bajos niveles de
reduccién para citocromos tipo b, generados por etanol eh comparacién por
ejemplo con glucosa que es otro sustrato fisioldgico. Por lo pronto no tenemos
explicacién para esta diferencia. Los espectrosidlfefenciale’s con rhbriéxido de )
carbono (CO) revelaron la presencia de un citocromo a; reactivo’ con CO (picos a
424 y 589 nmy vallesa 441y 610 nm) (Fig. 6B). A este cntocromo se le rib uyé la :
actividad de oxidasa terminal. ‘ S

Nuevamente, comparando los niveles de reduccién inducldo por etanol y por
glucosa, vemos en la Fig. 6A que la seiial a 589 nm para citocromo a es de la
misma magnitud en ambos sustratos, indicando igual nivel de reduccién; lo mismo
ocurre en el caso de los espectros diferenciales con mondxido de carbono (Fig.
6B), las senales para el aducto a-CO también son de la misma magnitud.

La identidad de la oxidasa terminal a, fue confirmada por las sefiales
espectrales obtenidas al realizar el espectro de fotodisociacién del aducto
citocromo ba-CO, reducido con ditionita (valles a 427 y 589 nm) (Fig. 6C). E!
espectro de fotodisociaciéon obtenido es semejante al espectro que se obtiene
cuando se disocia el complejo de CO que forma una oxidasa de tipo aas como es
el caso de la oxidasa mitocondrial y la oxidasa aas bacteriana (Poole y Gregory
2000). Asi el efecto hipercrémico del cianuro sobre el espectro reducido (Fig.6A),
el espectro diferencial de CO (Fig.6B) y el espectro de fotodisociacién del aducto
de CO (Fig. 6C) nos indica que la oxidasa de A. diazotrophicus tiene citocromo a

en su centro reactivo para oxigeno; el efecto hipercrémico del cianuro nos indica
que se trata de una oxidasa citocromo ba también conocida como citocromo ay,
que fue inicialmente descrita en A. pasteurianus (Takemura, et al., 1993).
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Fig. 6 A .- Espectros diferenciales reducido + KCN — oxidado a 77K de
membranas de Acetobacter diazotrophicus obtenidas de células crecidas en medio
LGIP modificado con 0.75 % de etanol como Unica fuente de carbono y 1 mM de
NH4*. Las membranas fueron reducidas con ditionita (D), glucosa (G) o etano! (E)
y oxidadas con persulfato de amonio. En la parte superior derecha se muestra la
amplificacion de la region comprendida entre 500 y 620 nm. En todos los casos se
utilizaron 5§ mg de proteina membranal y a cada muestra se le adicion6 KCN
(1mM).
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Fig. 6 B .- 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 tnica fuente de carbono y 1 mM de NH4".
Las membranas fueron reducidas con etanol (E) o glucosa (G). Se utilizaron 5 mg

de proteina membranal.
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Fig.6.C ».-' Eskpectro diferencial de membranas reducidas con ditionita y burbujeadas
-con CO y fotodisociadas menos membranas reducidas con ditionita CO. Se utilizaron
5 mg de proteina.

Las actividades respiratorias de A. diazotrophicus crecido en etanol al 0.75% como
-nica 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 polarograficamente con un electrodo tipo
Clark (Burris,1991; Garcia, ef 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 especificas
de deshidrogenasas con diferentes sustratos han sido arregladas de mayor a
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menor de acuerdo con la actividad reglstrada con ferrlclanuro como aceptor de

natmQOz min™

isopropanol y gluconato'co ‘275 y 152 natmO, min™' mg. respectlvamente y 3) o

actividades bajas: sélo ocur i é‘n el metanol con 50 natmO min™' mg de";
protefna™'. Enla tabla2 se muestran las actlvudades respiratorias comparatlvas de -
A. diazotrophicus. o
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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 estdn expresadas como: natomo gramo de O, min™ mg proteina™, mientras que

las actividades de las dehidrogenasas se expresan como: nmol Fe(CN)6" reducldo mm ! mg protema

n. d. no detectado.

SUSTRATO

Actividades respiratorias de las
membranas de células crecidas en etanol
al0.75 %

()

Oxidasas

. Deshidrogenasas

Actividades resplratonas de Ias
membranas de células crecidasen’

“ Relacion -

. Glucosa’

Acetaldehid

NADH

Etanol

Isopropano!

Succinato

Gluconato

Glucosa-6P

Glicerol

Fructuosa

Metanol

Ascorbato+THQ

Ascorbato+TMPD




Inhibicién con cianurc de potasio.

Las oxidasas terminales de las células crecidas en etanbl al 0. 75%, fu‘er'oh'
caracterizadas por su inhibicién con KCN en membranas de A d/azotroph/cus El
KCN es un inhibidor de las oxidasas terminales de la familia Fe2+ Cu2+ (von Jagow
ot al., 1986). De esta forma las actividades de oxidas de glucosa. etanol NADH
acetaldehido, TMPD y THQ oxidasa fueron: tnuladas con KCN' (Fig. 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 inhibidor (0.25 mM). El segundo componente cinético fue
resistente hasta una concentracién de 2,56 mM. A manera de especulacién
podriamos suponer que la actividad sensible a KCN se asocia con la oxidasa ba,
mientras que la oxidasa resistente a KCN no estd identificada. En la grafica
destacan el grupo de las actividades con asc-TMPD, asc-THQ, acetaldehido y
etanol por su menor sensibilidad a KCN. Las actividades con NADH y glucosa

fueron mas sensibles al KCN.
Andlisis electroforético en PAGE-SDS.

Con la finalidad de caracterizar los citocromos de tipo ¢, se realizd la
separacion electroforética por PAGE-SDS de las membranas completas de A.
diazotrophicus. (Fig. 8). Los citocromos de tipo c 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 realizé el andlisis PAGE-SDS en membranas de A. diazotrophicus
obtenidas de células crecidas en sacarosa al 5% obteniéndose resultados
similares con citocromos de tipo ¢ 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 acétlcas contlenen citocromos tipo c de alto peso molecular (Matsushita,
et al, 1994) de tal manera que los citocromos ¢ aquf detectados deben ser parte
~de la estructur funclonal de las PQQ-deshidrogenasas de A. diazotrophicus. La
ra el zimograma de la figura 8 nos indica que la cantidad de
. cnocromos cas ctados a membranas crecidas en etanol es notablemente superior
- ala que se rﬁuestra en células crecidas en sacarosa. Destacan las bandas de 67,

o 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
laboratono se esta purificando las tres PQQ deshidrogenasas y muy pronto
podremos ,idenktlflcar a cada una de las bandas de citocromo ¢ aqui detectados.
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Fig. 7 .- Efecto del KCN sobre las actividades de oxidasa para glucosa (
('* ), NADH (.), ‘acetaldehido ( ), Asc. + TMPD (¢ )y Asc. + THQ (+)"s'en
membranas deA.: diazotrophicus crecido en medio LGIP modlf‘cado con 0. 75 %
de etanol ccomo unica fuente de carbono y 1 mM de NH4",
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Fig. 8 .- Deteccién de citocromos tipo ¢ por reaccion de peroxidasa con bencidina
en membranas completas de A. diazotrophicus crecidas en medio LGIP
modificado con 0.75 % de etanol como uUnica fuente de carbono (carnl a) y
sacarosa al 5% (carril b) como dnicas fuentes de carbono y 1 mM de NH4* en
ambos casos. Como referencia se empled citocromo ¢ de cabalio (carril c). Las
cantidades de proteina empleada fusron: carril a, 400 pg ; carril b, 2 mg y carril c,

5 ug.
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DISCUSION

- Acetobacter diazotrophicus es una bacteria aerobia y dIazbtréfica 6uya
capacidad para fjar nltrégeno en vida libre destaca por su gran toleranc:a al oxlgeno
(Ping, et al., 1978) Se ha alslado de raices, tallos y ho;as d‘
(Cavalcante ot al 1988 e 1995 G"IIS,‘Gt al 198
'1995 Stephan et i

Ia cana de azucar

alar et al

forma,  las altas tasas de resplracién registradas 'en Acetobacter dlazotrophlcus
.- permiten mantener un ambiente intracelular- bajo en oxlgeno. compatible con la
funcién de la nltrogenasa (Flores, et al., 1999). Las altas tasas de respiracién se
: ambuyen aun conjunto de deshidrogenasas muy activas y a ia presencia de varias
‘ koxidasas ferminales en el sistema respiratorio de Acefobacter diazotrophicus como el
" citocromo ba (también conocido como citocromo a4), el citocromo bd y una oxidasa
" “insensible al cianuro, de la cual no se tienen datos para su identificacion.

k Reis, et al (1994) estudiaron el crecimiento de Acetobacter diazotrophicus
empleando el medio LG| limitado de nitrégeno y con diferentes fuentes de carbono.
Encontraron que el aztcar de cafia permitid buen desarrollo de la bacteria y actividad
de la nitrogenasa (Nasa) mas alta. En nuestro estudio el etanol se empled como tnica
fuente de carbono para caracterizar el crecimiento de Acetobacter diazotrophicus en
cultivo, asi 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 concentracion
dptima de etanol para el desarrollo de Acetobacter diazotrophicus esta 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 azticares 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,

it el emplear “stanol como dnica fuente de carbono no promueve un crecimiento similar.

o El me]or crecimiento de A. diazotrophicus fue detectado a bajas concentraciones de
I A concentraciones de etanol superiores al 0.75% (por ejemplo de 1 a 30 %)
e reglstré crecimiento (tabla No. 1). Lo anterior nos llevé a proponer que el etanol
k: Itas concentraciones es toxico para el crecimiento de A. diazotrophicus. La razén
o s8 desconoca. sin embargo, se ha reportado que el etanol y en general los alcoholes,
afectan numerosos procesos biolégicos en la mayoria de los microorganismos,
:muchos de los cuales son procesos asociados con la membrana celular. Los
‘alcoholes como moléculas anfipdticas alteran tanto ambientes hidrofébicos como
hidroffiicos (Ingram, et al., 1980). La baja oxidacidn del etanol también se reflejé en la
acidificacién producida en los cultivos: los cultivos con mayor crecimiento apenas

alcanzaron un valor de pH de 4.4.
La caracterizacién 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 mostré dos
componentes cinéticos. Proponemos que la primera fase de crecimiento, la mas
rdpida, debe atribuirse al crecimiento soportado por la presencia del NH4* afadido al
medio de cultivo. La segunda etapa, mas lenta ocurre a partir del agotamiento del
NH4* en el medio y por tanto es probable que una actividad diazotrdfica limitada sea
responsable del crecimiento lento a partir de No.

En las bacterias acéticas se ha reportado, que la oxidacion del etanol es
llevado a cabo por deshidrogenasas membranales especificas como la quinol-
citocromo c¢ alcohol deshidrogenasa (A-DH) y la aldehido deshidrogenasa (AL-DH)
(Ameyama, et al.,, 1982; Matsushita, et al., 1990; Matsushita, et al, 1992; Matsushita,
et al., 1994). Ambas enzimas presentan sus sitios cataliticos orientados hacia el
espacio periplasmico; de esta forma, ia oxidacién de los azlicares y alcoholes ocurre
en el exterior de la bacteria (Matsushita, et al, 1994) y la acumulacién de los
productos de oxidacién favorece la acidificacion del medio de cultivo (Matsushita, et
al, 1994; Flores, et al, 1999). La oxidacién del etanol por las céiulas de A.
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diazotrophicus causé una acidificacion moderada del medio de cultivo (pH 4.5)
comparado con la mayor acidificacién registrada en los cultivos de A. diazotrophicus
crecido en sacarosa (pH 3.5) (Flores, et al., 1999). Proponemos que esta diferencia
estd directamente relacionada con las cinéticas de crecimiento en los dos sustratos y
su metabolismo asociado. Los cultivos realizados en sacarosa alcanzaron una A ssonm
de 2 mientras que los cultivos de A. diazotrophicus crecidos en etanol alcanzaron una
A seonm de 0.5. La cantidad de d4cidos orgdnicos generados en estos cultivos fue
proporcional al crecimiento. Por lo tanto la presencia de sacarosa al 5% en el medio
de cultivo permitié el mejor crecimiento de la bacteria y la mayor acidlyficaclén del
medio, en comparaclén con el cultivo de A. diazotroiphicus realizado en etanol.
La curva de la“demanda de ox{geno mostré un componamlento paralelo al
' crecimie’ to. as: tasas de respiracién fueron bajas (la velocidad de oxidacién del
; :etanol fue baja) Esto’ podria explicar el pobre crecimiento registrado cuando se
‘emplea etanol como unica fuente de carbono. A pesar de ello la respiracién de las

G células"‘dismlnuyé considerablemente la concentracion de oxigeno disuelto en el

g medlr de “cultivo, (3% de saturacién 6 66 puM). Esta cifra contrasta con la nula

. “deteccién de Oz durante el crecimiento en sacarosa.

- Hacia las 60 h, la concentracién de amonio residual llegé 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 debié 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 detectd la
presencia de la G-DH, NADH-DH, A-DH, AL-DH, succinato deshidrogenasa (S-DH) y
gluconato deshidrogenasa (G-DH). Entre las deshidrogenasas mds activas fueron
detectadas la G-DH y NADH-DH y las deshidrogenasas involucradas en la oxidacién
de alcoholes: A-DH y AL-DH. Lo interesante de este estudio fue haber encontrado
que la presencia del etanol favorece notablemente la expresién de estas lltimas
enzimas, comparado con su expresién durante el crecimiento en sacarosa (Stephan,
et al, 1991; Matsushita, et al, 1992; Flores, et al, 1999). Ei etanol tuvo un fuerte
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efecto positivo sobre la expresién de la A-DH y AL-DH dé A diazotrophicus, lo cual
estd de acuerdo a lo observado en Gluconobacter suboX/dans G. “Liquefaciens y otras
bacterias acéticas cuando son crecidas en etanol (Matsushlta et al 1994) At parecer
se trata de dos ejemplos de enzimas constitutivas ‘en: A.y /azatroph/cus Se ha
reportado que la A-DH y la AL-DH se encuentran . formando un: complejo en la
membrana citoplasmica (Ameyama, et al., 1982). La presencla de este complejo es .
importante porque . debe impedir la intoxicacién ‘de: Ia | cteriana _por la
presencia del acetaldeh{do El acetaldehido es un compuest - nte tdxlco para
el metabolismo celular De esta forma, el acetaldehfdo producldo por la A-DH debe
ser répidamente oxidado por Ja AL-DH produciendo Acido acétlc,‘, (Afhéyama, et al.,
: 1982) Proponemos que el complejo formado por la A-DH y AL-DH ‘debe funcionar‘
" ‘como un eflciente ‘'sistema. de desintoxicacién por acetaldehido y ‘esta acoplado al
'F'S|stema resplratorio de A.. diazotrophicus. Otra de las enzimas que incrementd su
' _ ‘activldad fue la G DH. Esta deshidrogenasa participa activamente en el proceso de
Ia glucosa para producir dcido glucdnico y es una de las enzimas clave
mp ‘de azticares en A. diazotrophicus (Attwood, et al 1999; Ameyama, et
B a":bfesencia de la G-DH en el sistema respiratorio de A. diazotrophicus
_; cre‘ciddnén‘étanol puede indicar que esta enzima es constitutiva, o bien que los genes

: oxidacuén d

k 'f;;de la:G-DH y la AL-DH de A. diazotrophicus se transcriben de manera simultdnea,

'mdependlente de la fuente de carbono empleada. No se tienen datos al respecto y
ésto podria 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 ¢, b y a (también
conocido como citocromo ba). En este caso, el KCN tuvo un fuerte efecto
hipercrémico (a 589 nm) que nos permitié confirmar la identidad del citocromo a; en
las células de A. diazotrophicus. Su funcién como oxidasa terminal fue determinada
mediante los espectros con CO y los espectros de fotodisociacién. El citocromo a; no
es muy frecuente entre las bacterias. Hay pocos reportes que indican su presencia en
algunas bacterias como A. acetiy A. pasteurianum (Poole, 1983), por lo que resulta
interesante su estudio ya que como determinamos en este trabajo, en A
diazotrophicus participa en la oxidacion del etanol acoplado a la cadena respiratoria.

42



' La éinéi'iéé ‘de inhibicién con KCN mostré que el sistema respiratorio de A.
'diéédtroph/cus posee una oxidasa terminal resistente al cianuro. La naturaleza de la
,,'oxldasa reslstente al cianuro no se conoce y deberé ser objeto de un estudio

posterior. :
" A través del PAGE—SDS se descané Ia presencia del complejo be, y del

e citocromo ¢ soluble (de 13 kDa) En su lugar se d tectaron tres bandas de citocromos
é : a Ilteratura indican que estos

Ilkde las deshidrogenasas para

c ‘con alto peso molecular: 45, '56'y 67
citocromos ¢ forman parte de las subunidade
alcohol y aldehido (Matsushita, et al., 1990 Matsushlté, et al.,, 1992). El PAGE-SDS
:-:::de.las membranas de A. diazotrophicus obtenidas de células crecidas en presencia

dé sacarosa reveld la presencia de 4 bandas dorrespbndiemes a los citocromos cde

' 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 expresién de ciertos

- componentes ‘del sistema respiratorio) (Flores, et al,1999). Los datos anteriores

f‘pod,r(an sugerir que el citocromo ¢ de 52 kDa se pone de manifiesto cuando la

"‘(.'.béévteria se encuentra ﬁjéndo nitrégeno y el metabolismo del carbono se mantiene
- k activo a través de la via de la G-DH. Sin embargo, las mutantes de A. diazotrophicus

A"v‘;’(’carentes de citocromos de tipo ¢ son capaces de fijar nitrégeno (Sunhe Lee, et al,

i "2000. comunicacién personal).
La presencia del etanol en el medio de cultivo favorecié notablemente la

expresion de los citocromos ¢ de 45 y 67 kDa, lo cual se pudo visualizar facilmente en
el analisis electroforético de PAGE-SDS por la intensificacién de las bandas. Estos
citocromos ¢ deben estar asociados a las deshidrogenasas para alcohol y
acetaldehido en el sistema respiratorio de A. diazotrophicus. No sabemos si A.
diazotrophicus crecido en etanol sea capaz de fijar nitrégeno. No tenemos evidencias
y tampoco se ha reportado de que A. diazotrophicus fije nitrégeno en presencia de
etanol, por ello proponemos la realizacion de ensayos ARA para determinario. Del
mismo modo, serd necesario analizar el crecimiento de A. diazotrophicus en etanol
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bajo técnicas de cultivo en equilibrio utillzando un quimlostato donde eI factor Ilmitante
para el crecimiento sea el aporte de etanol al medio
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CONCLUSIONES.

1.-El etanol es uthz 'do por A. d/azotroph/cus como lnica fuente de carbono en
oncentraclones mayores a 0 75% resultaron téxicas para s

concentracnone bajz

eI creclmlento ‘de la'bacteria.

) 2 ‘A 'diazoirbp icu. c en} etanol con una cmética blféslc durante la primerav ¢
fase uhllza eI amonio del medlo (1 mM) y cuando éste se agota za '

diazotrofica:

3.- Los espectros diferenciales de baja temperatura (77 K).indicaron la presericia
de los citocromos de tipo b, ¢ y a; (ba). El citocromo a, es la oxidasa terminal
brincipal en las células crecidas empleando etanol como tnica fuente de carbono.
También se detectd una oxidasa resistente al KCN pero se desconoce su
identidad.

4.- Los citocromos ¢ mostrados por los espectros diferenciales estan asociados
directamente con las deshidrogenasas para alcohol (A-DH) y aldehido (AL-DH) en
el sistema respiratorio de A. diazotrophicus. El complejo bci no parece estar
presente en el sistema respiratorio de A. diazofrophicus ya que no se detectaron
las bandas de proteina referentes a los citocromos ¢y (30 kDa) y de un citocromo ¢
soluble (13 kDa).

5.- El espectro de fotodiasociacion 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 hipercrémico del KCN a 589

nm.
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7.~ Los citoc’romd dﬁ

6.- Las allas tasas de respiracion encontradas en A. diazotrophicus son
favorecidas por varias desh’idrogenasas membranales muy activas; algunas tienen
sus sitios cataliticos orientados hacia el espacio peripldsmico (G-DH, A-DH y AL-
DH) y otras hacia el citoplasma (NADH-DH y SUCC-DH).

c asocnados a la A-DH y: AL-DH incrementan su
expresién en presencl d etanol Las actuvndades resp:ratorlas referentes a la
oxldaclén de etanol acetaldehfdo tamblén fueron favorecidas notablements en

presencla de etano
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SUGERENCIAS

Hemos demostrado que A. diazotrophicus puede crecer en etanol como Unica
fuente de carbono y que los niveles de expresion del sistema respiratorio serfan
suficientes para contender con el O, y asi proteger a la nitrogenasa contra la -

inactivacion por Oa.

Como sugerencia Unica del presente trabajo:

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

aerobio con etanol como tnica fuente de carbono. La fijacién de nltrégeno podrfa .
ser medida por el sistema de ensayo en células enteras (ARA) que ‘se afoca en la

reduccion del acetileno a etileno por la nitrogenasa Sustrato y roducto -son
determinados por cromatograifa de gases. o Lo
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