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RESUMEN 

Acetobacter diazotrophicus es una bacteria Gram negativa, la cual se ha 

aislado de diferentes plantas y se sabe que tiene una asociación endófita con su 

hospedero; existen evidencias que muestran que este organismo presenta una 

protección respiratoria para su nitrogenasa, este mecanismo se manifiesta en 

cultivos con una alta aereación y fijando nitrógeno atmosférico. Para que se lleve 

a cabo este fenómeno la bacteria cuenta con una batería de deshidrogenasas 

periplásmicas como glucosa deshidrogenasa (GDH), alcohol deshidrogenasa 

(ADH) y acetaldehído deshidrogenasa (ALDH). Es de nuestro interés la 

caracterización de la ALDH que cata liza la oxidación de acetaldehído a ácido 

acético. En este proceso los electrones son transferidos directamente a la 

ubiquinona en la cadena respiratoria y aquí, mientras que la enorme actividad 

respiratoria impide que el O2 en el citoplasma alcance niveles tóxicos para la 

nitrogenasa, la fosforilación oxidativa resultante, genera el ATP requerido para 

costoso proceso de fijación de N2 . 

En este trabajo se purificó parcialmente a la ALDH encontrándose que tiene 

una masa oligomérica aproximado de 125 kDa y que está conformada por dos 

subunidades: (81) 75; (82) 50 kDa de masa relativa. La enzima contiene un 

citocromo tipo c. Presenta un pH óptimo de catálisis de 7.0; con una Km de 4.3 X 

10-4 M. La preparación oxida acetaldehído con la mayor eficiencia, seguido de 

formaldehído, glutaraldehído y no oxida alcoholes. La actividad de la enzima se 

ve inhibida por iones como cobre y mercurio. El 2,6- diclorofenol indolfenol y el 

NTB fueron buenos aceptores de electrones . No se ensayaron quinonas como 

acepto res de electrones. 
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A 
ADH 
ALDH 
APS 
ATP 
DCPIPH2 

DEAE 
D.O. 
E60Q 

EDTA 
FBN 
GDH 
KCN 
KDa 
km 
LGI-P 
N2 
NASA 
NADH 
NTB 
PEG 
PMS 
PMSF 
POO 
O 
OAE 
Sl 
SDS 
SDS-PAGE 

TEMED 
TMB 
TMPD 
UO 
Vmax 

ABREVIATURAS 

Absorbencia. 
Alcohol deshidrogenasa. 
Aldehído deshidrogenasa. 
Persulfato de amonio. 
Adenosin de trifosfato. 
2,6-Diclorofenol-indolfenol reducido. 
Dietil aminoetil 
Densidad Óptica. 
Coeficiente de extinción molecular. 

Fijación Biológica de Nitrógeno. 
Glucosa deshidrogenasa. 
Cianuro de potasio. 
kilo daltones. 
Constante de Michaelis-Menten. 

Nitrógeno molecular. 
Nitrogenasa. 
Nicotinamida adenosin dinucleótido. 
Azul de nitrotetrazolio. 
Polietilen glicol 
Fenacina metasulfato. 
Fenil metil sulfonil fluoruro. 
Ouinona de pirrol-quinolina. 
Ouinona. 
Aminoetil cuatemario 
Subunidad. 
Dodecil sulfato de sodio. 
Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de 
sodio. 
N,N,N',N" -Tetrametil etilendiamida 
3,3" ,5,5" -tetrametilbencidina. 
Tetrametil-p-fenilendiamida. 
Ubiquinona. 
Velocidad máxima. 
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1. INTRODUCCiÓN. 

1.1 FIJACiÓN BIOLÓGICA DE NITRÓGENO Y RESPIRACiÓN. 

Los microorganismos endófitos comprenden a los hongos y bacterias que 

viven sin causar daño en el interior de células o tejidos de plantas superiores 

durante una parte considerable de su ciclo de vida. En general, los 

microorganismos endófitos pueden localizarse en espacios intracelulares, 

intercelulares o en el tejido vascular. 

La diversidad y número de bacterias rizosféricas es muy grande, lo cual 

ocasiona que en este ambiente exista una fuerte competencia por los nutrientes y 

en consecuencia que su disponibilidad sea limitada. Sobre esta base se ha 

considerado que las bacterias endófitas podrían tener algunas ventajas 

competitivas sobre las bacterias rizosféricas, ya que la disponibilidad de nutrientes 

es mayor en el interior de las plantas y el número de microorganismos endófitos es 

menor que el de los rizosféricos (Cavalcante et aL, 1988). Por otro lado, se ha 

sugerido que el interior de las plantas es un ambiente propicio para que se lleve a 

cabo la fijación biológica de nitrógeno (FBN) ya que en ese ambiente es bajo en 

oxígeno y relativamente alto en fuentes de carbono (James, 2000), por lo que las 

bacterias endófitas podrían fijar el nitrógeno y liberarlo directamente, 

contribuyendo con una parte de los requerimientos nitrogenados de la planta 

hospedera (Boddey et aL, 1995). Existe interés por entender los procesos 

involucrados en el metabolismo aeróbico, el cual debe de coexistir con la 

naturaleza de otros procesos biológicos, como la FBN que sólo ocurre en 

condiciones anaeróbicas (HiII, 1998). 

A pesar de que el nitrógeno elemental (N2) es un gas abundante en la 

atmósfera, como fuente de nitrógeno no es utilizable por la mayoría de los seres 

vivos. Esta capacidad para fijar nitrógeno está limitada a un número restringido 
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de organismos procariontes a los que se les ha llamado diazótrofos y ocurre 

tanto en bacterias anaeróbicas, aerobias facultativas, aerobios estrictos; así como 

en bacterias fotosintéticas( HiI!, 1998; Robson, 1979 y Kim y Rees, 1994). 

La fijación de nitrógeno es un proceso necesariamente anaeróbico pues se 

envenena fácilmente por O2 , también requiere de un aporte considerable de ATP 

(16 a 18 moléculas de ATP por mol de N2 fijado). Este debe ser generado por 

fosforilación oxidéitiva que a su vez exige la disponibilidad y consumo de 

importantes cantidades de O2. Es pues paradójico, que el complejo enzimático 

responsable directo de la FBN, la nitrogenasa (NASA), sea una enzima que 

fácilmente se intoxica por el O2 , lo cual resulta de su inactivación irreversible. La 

Nitrogenasa (NASA) es un complejo, que consta de dos proteínas: la ferro­

proteína (Fe) y la ferro-molibdeno proteína (Fe-Mo), las cuales son altamente 

sensibles al oxígeno y son inactivadas de manera irreversible en su presencia y 

esto resulta en una paradoja. 

1.2 Protección Respiratoria. 

Dalton y Postgate en 1969 postularon que la nitrogenasa se protege del 

daño por el oxígeno a través de la alta respiración celular, mecanismo que se le 

denominó Protección Respiratoria. Alternativamente, ante una elevación 

transitoria del O2, la nitrogenasa se asocia reversiblemente a ferrosulfoproteínas 

formando un complejo que no es activo pero queda protegido del O2. El 

mecanismo se le ha llamado protección conformacional. De acuerdo con la 

hipótesis de la protección respiratoria, el O2 se consume en las proximidades de la 

superficie celular y de esta forma se previene que 02 entre a la célula. Esta 

hipótesis fue propuesta basándose en el hecho que las Azotobacterias, tienen una 

de las más altas tasas de respiración registradas entre los organismos aerobios. 

Azotobacter vinelandii es un organismo aeróbico estricto, el cual tiene la 

capacidad de fijar nitrógeno en el estado de vida libre y lo pueden hacer en un 
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amplio intervalo de concentraciones de oxígeno. A su vez, este organismo cuenta 

con varias deshidrogenasas flavín-dependientes para NADH, succinato, lactato y 

malato; que donan los electrones directamente a la quinona (Os). Las actividades 

específicas registradas se encuentran en el orden de Ilmolar, indicando una gran 

capacidad de la bacteria para oxidar rápidamente estos sustratos (Kavanagh et 

al., 1998). 

También se ha propuesto que el incremento en la respiración se acompaña 

de un desacoplamiento del transporte de electrones, de tal manera que un 

aumento en el consumo de O2 no se asocia obligadamente, a un incremento en la 

producción de A TP (Dalton y Postage, 1969). Este desacoplamiento parcial en 

la respiración celular, es posible gracias a que el sistema respiratorio de las 

azotobacterias está ramificado y cuenta con dos citocromos oxidasas: una de tipo 

ba y otra de tipo bd, esta última esta relacionada con el desacoplamiento 

(Linkenhagner and Oelze, 1995). De acuerdo a éste mecanismo la respiración 

provee el ATP suficiente para sostener el alto costo energético que implica la 

fijación de nitrógeno; y remueve el exceso de oxígeno, como parte del mecanismo 

que protege la nitrogenasa de la inactivación, ya que todas las nitrogenasas 

examinadas hasta el momento son extremadamente sensibles a este gas (HiII, 

1998). 

La presente propuesta concierne a la bacteria Acetobacter diazotrophicus, 

nombre que fue cambiado recientemente por Gluconacetobacter diazotrophicus; 

gracias a nuevas evidencias moleculares comparativas en el RNA ribosomal 16S 

(Yamada et al., 1997). Esta bacteria junto con G. johannae y G. azotocaptans, 

son las únicas especies conocidas actualmente que tienen la capacidad de fijar 

nitrógeno y en conjunto son agrupadas dentro de la familia Acetobacteraceae; 

llamadas comúnmente bacterias acéticas. En la presente Tesis se conservó el 

uso de la nomenclatura anterior: Acetobacter, en Título, Resumen e Introducción 

en razón del registro original de la Tesis. A continuación dejo de usar la 

nomenclatura anterior y la reemplazo por la recientemente aceptada: 

Gluconacetobacter. 
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1.3 Gluconacetobacter diazotrophicus. 

Gluconacetobacter diazotrophicus ha sido encontrado en asociación 

endófita en plantas no leguminosas como la caña de azúcar, el camote, pasto 

forrajero (Dobereiner et al., 1993), café (Jiménez -Salgado et al., 1997), piña 

(Tapia-Hernández et al., 2000) y en el nanche (Fuentes-Ramírez et al., 2002). 

Esta bacteria se ha aislado de los espacios intercelulares de raíces, tallos y hojas 

de éstas plantas. G. diazotrophicus es un bacilo Gram negativo, es móvil, 

posee varios flagelos laterales, mide aproximadamente 0.711m ancho x 211m de 

largo y es un aerobio estricto. El crecimiento óptimo se presenta a 30 oC en 

medios de cultivo que contienen 10% de sacarosa y pH de 5.5. Sin embargo, esta 

bacteria es capaz de crecer en concentraciones de sacarosa elevadas hasta el 

30% (Cavalcante et al., 1988). La especie Gluconacetobacter diazotrophicus, 

puede usar glucosa, fructosa o sacarosa como única fuente de carbono, 

produciendo ácido a partir de estos substratos (Cavalcante et al., 1988). Con 

excepción de la sacarosa, esta especie no usa otros disacáridos y no es capaz de 

crecer con ácidos dicarboxílicos como única fuente de carbono (Stephan et al., 

1991 ). 

Gluconacetobacter diazotrophicus lleva a cabo la FBN en condiciones de 

alta areación (aerotolerante en extremo) a pH ácido (5.0 -3.0), incluso debajo de 

3.0, así como en presencia de altas concentraciones de nitratos (10mM) y su 

actividad de nitrogenasa es inhibida sólo parcialmente aún en concentraciones de 

20mM de (NH4)2S04 o por aminoácidos. (Stephan et al., 1991). Estas 

características de G. diazotrophicus, son compartidas por las especies G. 

johannae y G. azotocaptans, pero se pueden diferenciar entre ellas gracias al 

fenotipo color chocolate que presentan cuando son cultivadas en un medio a base 

de extracto de papa y LGIP. 
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1.4 Características del Sistema respiratorio de G. diazotrophicus 

Nuestro laboratorio (Flores-Encarnación et al., 1999) aportó evidencias 

suficientes que indican que la concentración de amonio en el medio de cultivo 

juega un papel determinante en la expresión de los componentes de la cadena 

respiratoria de G. diazotrophicus. Siendo una propiedad única entre las 

bacterias ácido acéticas. Se encontró que los niveles de glucosa, citocromos tipo e 

y las oxidasas altemas ba y bd son fuertemente afectadas, en su nivel de 

expresión, por la concentración de amonio en el medio. 

El sistema respiratorio de G. diazotrophicus está constituido por una 

sección de bajo potencial que corresponde a diversas deshidrogenasas acopladas 

directamente a la cadena respiratoria, incluyendo flavoproteínas para NADH y 

succinato; las cuales tienen su sitio catalítico orientado hacia el lado citosólico de 

la membrana plasmática. 

deshidrogenasa, y las 

Los sitios catalíticos de la quinoproteína glucosa 

quinohemoproteínas alcohol y acetaldehido 

deshidrogenasa las cuales contienen citocromos de tipo e, están orientados hacia 

el espacio periplásmico. Una poza de quinona (010) colecta los equivalentes 

reducidos de todas las deshidrogenasas funcionales, transfiriendo los electrones a 

la quinol oxidasa citocromo ba (condición de fijación de nitrógeno). 

Altemativamente, cuando las células crecen en exceso de amonio y bajo 

condiciones aeróbicas se expresa la quinol oxidasa citocromo bd. También se 

determinó la existencia de una oxidasa terminal insensible a cianuro; dicha 

oxidasa no se ha podido identificar debido a que no presenta señales en el 

espectro visible; y se especula que en la vía insensible a cianuro participan los 

citocromos de tipo e que presenta las enzimas periplásmicas ADH y ALDH. 

A continuación se representa el modelo propuesto para la composición y 

organización del sistema respiratorio de G. diazotrophicus PAL5. 
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Figura 1. Modelo del sistema respiratorio en Gluconacetobacter diazotrophicus (Flores-Encamación el al., 1999). 

Evidencias experimentales recientes indican que el sistema respiratorio de 

G. diazotrophicus participa activamente protegiendo a la nitrogenasa del daño 

por O2 (Flores-Encarnación et al., 1999). Nuestro laboratorio demostró 

recientemente que las actividades de las POO-deshidrogenasas periplásmicas 

para glucosa, etanol y acetaldehído se elevan de manera considerable cuando la 

bacteria crece en cultivos bien aireados y bajo condiciones de fijación de 

nitrógeno y por otro lado, bajan considerablemente cuando la bacteria se 

encuentra creciendo en un medio con alto amonio. Estas deshidrogenasas se 

convierten en poderosos donadores de electrones a la ubiquinona, ayudando así a 

mantener los niveles de energía requeridos para la fijación de nitrógeno, mientras 

que las oxidasas terminales abaten la tensión de oxígeno del medio; de esta forma 

se previene que el oxígeno penetre en la célula causando daño a la nitrogenasa. 

De la misma manera. en fechas recientes nuestro laboratorio demostró que 

G. diazotrophicus puede crecer en etanol como única fuente de carbono y no se 

ha evaluado, sí bajo ésta condición la bacteria es capaz de fijar nitrógeno. 

(Domínguez, 2003) . 

La POO-Acelaldehido deshidrogenasa periplásmica de Acelobacter diazotrophicus PAL5 
González Valdéz Alejandra Abigail 



9 

Al poseer esta bacteria deshidrogenasas periplásmicas se favorece la 

protección respiratoria debido a que la oxidación de sustratos ocurre en el exterior 

de la bacteria. Esto implica un ahorro energético puesto que los sustratos no 

tienen que ser transportados al interior para su metabolismo, como ocurre en otras 

bacterias. Además, los productos de oxidación se acumulan en el exterior de la 

bacteria, así los protones liberados causan acidificación del medio sin restricción 

termodinámica en su acumulación como sucede con los sustratos oxidados en el 

lado interno de la membrana. 
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11. ANTECEDENTES. 

Aldehídos y cetonas son importantes intermediarios en muchas rutas 

metabólicas, incluyendo el metabolismo de azúcares, la biosíntesis de esteroides, 

aminoácidos y la biosíntesis de metabolitos secundarios. 

El acetaldehído es un compuesto tóxico para muchos organismos; de ahí la 

importancia de metabolizarlo rápidamente (Lehninger, 2000). La reactividad del 

grupo carbonilo del acetaldehído, lo hace un compuesto altamente reactivo, tiene 

la capacidad de formar radicales libres, los cuales se sabe están implicados 

directamente en la lipoperoxidación de las membranas biológicas; la capacidad 

para metabolizar aldehídos da una ventaja selectiva a los microorganismos que 

son expuestos a ello (Ellis, 2002). 

2.1 Sistema oxidativo de alcoholes 

Las bacterias ácido acéticas son aerobios obligados y son especialmente 

conocidas por su rápida e incompleta oxidación de azucares, alcoholes y 

aldehídos; los productos correspondientes (aldehídos, cetonas y ácidos orgánicos) 

son depositados en el medio. En dichas bacterias el etanol es oxidado a ácido 

acético; esta oxidación se lleva a cabo por reacciones sucesivas catalizadas por 

dos complejos enzimáticos; la alcohol deshidrogenasa (ADH) y acetaldehído 

deshidrogenasa (ALDH). En 1994 Matsushita propuso un esquema general del 

sistema oxidativo de alcoholes en bacterias ácido-acéticas; en este modelo él 

propone que las enzimas antes mencionadas se les encuentra físicamente en el 

citoplasma, y son dependientes de NADW y/o en la membrana citoplásmica, las 

cuales se asocian con grupos prostéticos como son citocromo e y POO (pirrol 

quinolin quinona). Las enzimas que se encuentran en el periplasma tienen la 

capacidad de donar electrones a la ubiquinona dentro de la cadena respiratoria y 
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son enzimas acopladas. Por lo anterior, es muy complicado hablar de una y 

evitar a la otra, pues el producto de una es el sustrato de la otra; las reacciones 

que llevan a cabo son las siguientes: 

Periplasma 

Membrana 
Citoplasmática 

Etanol 

Etanol 

Acetaldehido Acetato 

~ / ~ 

[ ',f' f'; ) \. '. ."~ [ ,', "~o \l '''j'] .... \1 ' .• . • 

7 """'- Acetaldehido 

"~o \['11 

Figura 2. Esquema del sistema oxidativo de alcoholes en bacterias ácido-acéticas (Malsushita el al., 1994). 

2.2 PQQ (Pirrol quinolin quinona). 

El POO es una orto-quinona en las posiciones C4 y CS del anillo de la 

quinolina. El carbonilo CS en la forma oxidada es muy reactiva al ataque de 

nucleófilos como alcoholes, aminas, cianuro y aminoácidos; y esta reactividad 

debe de ser considerada cuando se quiere deducir el mecanismo de reacción de 

la enzima. Una característica importante del POO, la cual ha sido apreciada mas 

recientemente es la habilidad de formar complejos con Ca2+ o Mg2+ en solución. 

Esto fue presentado por vez primera por Mutzel y Gorish en 1991 y explicado 

por Itoh et al. , (1997) en su modelo químico sistemático del complejo Ca2+-pOO 

que es capaz de catalizar la oxidación de alcoholes y aldehídos en solventes 

orgánicos. 
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Figura 3. Mecanismo de reacción propuesto para la conversión de acetaldehido por las quinoproteinas por 
medio del es del POO (Oubrie el al., 2002). 

Todas las deshidrogenasas dependientes de POO tienen la función de ser 

donadores de electrones para la cadena respiratoria. La razón de la localización 

periplásmica de las quinoproteínas es incierta. Se ha mencionado que puede ser 

porque las enzimas activas deben ser ensambladas en el exterior de la célula 

debido a la incorporación del grupo POO ó porque el plegamiento adecuado de la 

proteína no debe de ocurrir en un medio ambiente con un potencial rédox (P) 

bajo. Como se ha mencionado, las quinoproteínas deben de estar acopladas al 

sistema de transporte de electrones, y por lo tanto la producción de A TP. Este 

sistema debe de estar organizado de manera tal que produzca una fuerza protón­

motriz a través de la membrana interna citoplásmica y con ello manejar la síntesis 

de ATP por la ATP sintetasa (Poole, 1998). Muchas de las bacterias pueden 

sintetizar su propio POO y excretarlo al medio bajo cierta condiciones (Ameyana 

et al., 1988; Van Kleef y Duine, 1989). Esto puede ser importante en 

comunidades microbianas, en su medio ambiente natural porque se ha visto que 

en ciertas circunstancias el POO puede estimular el crecimiento bacteriano. 
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2.3 Aldehído deshidrogenasa. 

Las aldehídos deshidrogenasas se encuentran ampliamente distribuidas en 

toda la escala biológica, predominando en el grupo de las bacterias; se clasifica de 

acuerdo al lugar donde lleva a cabo su función dentro de la célula; puede 

encontrarse en el citoplasma y generalmente es dependiente de NAO; podemos 

encontrarla en las membranas, ya sea en la membrana mitocondrial en 

eucariontes o en la membrana citoplásmica de bacterias (Nicolás et al., 2001). 

En estas últimas se ha visto que tienen asociado citocromo de tipo e y en algunos 

casos presentan un POO como grupo prostético (Deppenmeier et al., 2002). 

Las quinoproteínas aldehídos deshidrogenasas membranales de bacterias 

que se han purificado hasta la fecha nos muestran un panorama interesante; por 

un lado, no se conoce suficiente sobre sus propiedades y por otro lado existe 

ambigüedad en los resultados por la dificultad en su purificación (Poole, 1998). 

Se han purificado y caracterizado (ALOH membranal) en diferentes especies del 

genero como en Gluconobacter suboxydans, A. aceti, A. europaeus, A. 

polyoxogenes y A. rancens encontrándose que presentan una masa molecular 

aproximada de 150 KOa (A. aceti, A. europaeus y G. suboxydans) y 94 KOa en 

A. polyoxogenes. Estas enzimas están constituidas de dos o tres subunidades, 

algunas contienen citocromo de tipo e y POO como grupos prostéticos; cabe 

mencionar que la enzima de A. polyoxogenes es menos común ya que se reportó 

que carece de citocromo-c y su peso molecular es pequeño con respecto a las 

demás. 

A continuación se muestra una tabla comparativa de diferentes ALOHs 

purificadas de bacterias acéticas: 
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Bacteria Masa ~ lolécular Subunidades Componentes 

G. suboxydans 140kDa Dos Citocromos e 

A. po/yoxogenes 94 kDa Dos PQQ 

A. europaeus 142 kDa Tres Citocromos e 
Citocromos b 

A. rancens 145 kDa Dos PQQ 
Citocromos e 

A. aceti 150 kDa Tres PQQ 
Citocromos e 

Tabla 1. Tabla comparativa de las diferentes ALDH, membranales que se han purificado dentro de la familia 
Acetobacteraceae Adachi el aL, (1980); Fukaya el al. (1989); Thurner el al., (1997); Hommel y Kleber, 
(1990) y Ameyama el al., (1981). 

Estas enzimas usualmente trabajan en ambientes ácidos, su pH óptimo es 

de 4 -6; oxidan aldehídos de cadena corta C2 - CS en el periplasma, producidos 

por la acción de la enzima membranal alcohol deshidrogenasa (ADH). Los 

aldehídos libres no han sido detectados durante la oxidación del etanol a ácido 

acético (Poole, 1998). 

En A. europaeus se han identificado los genes que dan origen a dicha 

enzima; se sabe que se encuentran codificados en un solo operón el cual 

presenta tres genes que se arreglan en tándem, por dicho motivo se dice que los 

tres genes se comportan como una unidad transcripcional. Los genes se llaman 

aldF, aldG y aldH (codifican para las subunidades de 49, 17 Y 84 KDa 

respectivamente; Thurner el al., 1997). 
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Estas enzimas han sido purificadas a homogeneidad a través de las 

técnicas convencionales de cromatografía en columna (intercambio iónico y 

exclusión molecular). En G. suboxydans, A. aceti, y A. polyoxogenes se ha visto 

que la enzima se inactiva conforme se va purificando, por lo que se ha catalogado 

como una enzima muy inestable Adachi el al., (1980) , Hommel y Kléber, (1990) 

y Ameyama el al., (1981). 

Por otro lado, se conoce que todas las deshidrogenasas periplásmicas son 

capaces de reaccionar con colorantes artificiales como aceptores de electrones; 

de los cuales destacan fenacina metasulfato (PMS), diclorofenol indolfenol 

(DCPIP) , ferricianuro de potasio (Fe(CN)6 y tetrametilparafenilendiamina (TMPD). 

Se ha postulado que la ubiquinona (U01O) endógena es el aceptor fisiológico para 

las POO-deshidrogenasas. 

2.4 POO-acetaldehído deshidrogenasa en G. diazotrophicus. 

Se demostró que el sistema respiratorio de G. diazotrophicus presenta una 

ALDH periplásmica, la cual se asocia a un grupo POO y citocromo-c como 

grupos prostéticos. Esta presenta actividades del orden de 1633 nmoles min'l , 

mg proteína,l en membrana y es sobreexpresada bajo condiciones de cultivo 

donde la actividad diazotrófica es condición indispensable para el crecimiento 

(Flores-Encarnación el al., 1999). 

En el presente trabajo se purificó parcialmente la POO-acetaldehído 

deshidrogenasa membranal de G. diazotrophicus PAL5, y se evaluaron algunas de 

sus propiedades cinéticas y moleculares. 
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111. HIPÓTESIS 

La oxidación de etanol hasta ácido acético produce acetaldehído como 

intermediario y éste es un producto tóxico que debe ser eliminado mediante su 

oxidación a ácido acético. La POO-acetaldehído deshidrogenasa es la enzima 

responsable de este proceso en Gluconacetobacter diazotrophicus. El 

conocimiento de las propiedades cinéticas y moleculares de esta enzima son 

importantes para una mejor comprensión de la fermentación aeróbica en bacterias 

acéticas. 
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IV. OBJETIVOS 

OBJETIVO GENERAL 

Determinar las propiedades moleculares y cinéticas de la POO­

acetaldehído deshidrogenas (POO-ALDH) periplásmica de Gluconacetobacter 

diazotrophicus PAL5. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

1. Determinar las condiciones del cultivo para la obtención de un rendimiento 

celular óptimo, bajo condiciones que proporcionen una buena expresión de 

POO-deshidrogenasas para alcohol y acetaldehído. 

2. Estandarización del método de ruptura celular para la obtención de la fracción 

membranal. 

3. Establecer las condiciones óptimas para la solubilización de la POO­

acetaldehído deshidrogenasa. 

4. Establecer un protocolo de purificación a través de cromatografía por columna: 

intercambio iónico. 

5. Definir las propiedades cinéticas y moleculares de la enzima purificada. 
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VI. MATERIALES Y METOCOS. 

A. OBTENCiÓN DEL MATERIAL. 

1.- Material biológico. 

Gluconacetobacter diazotrophicus cepa PAL 5 

2.- Mantenimiento y cultivo del organismo. 

G. diazotrophicus se mantuvo en el medio LGI-P gelificado, pH 5.5, el cual 

contenía (giL): 13 9 de agar bacteriológico y 12 9 de azul de bromotimol al 0.5 "lo . 

El pH se ajustó a 5.5. con HC!. Para cultivar a G. diazotrophicus se utilizaron los 

componentes del medio de cultivo LGI-P descrito por Reis et al., 1994. El medio 

LGI-P se compone de: (giL): 5 9 de K2HP04, 4 9 de KH2P04, 0.2 9 de MgCb . 7 

H20 , 0.02 9 de CaCI2 . 2 H20 , 0.002 9 de NaMo04 . 2 H20 , 0.01 9 de FeCb, 5 9 de 

citrato de sodio, 0.1321 9 de (NH4)2 S04 y como fuente de carbono se utilizó 5 % 

de sacarosa (azúcar comercial) . El pH del medio se ajustó a 5.5 con HC!. 

3.- Cultivo masivo. 

Para el cultivo masivo de G. diazotrophicus se utilizaron los componentes 

del medio de cultivo LGI-P descrito por Reis et al., 1994. La preparación del 

cultivo inicial fue bajo condiciones aeróbicas a 30 oC en un volumen de 50 mL de 

medio, agitado a 250 r.p.m. El inóculo activo (1 litro) fue obtenido después de 24 

horas de crecimiento en matraces Ferenbach de 2.8 litros, agitado a 250 r.p.m. 

que fueron utilizadas para inocular 60 litros de medio LGI-P en un fermentador de 

tipo Planta Piloto (Fermentador BIOFLO 5000, New Branswick SCientific), El medio 

de cultivo fue complementado con (NH4)2S04. 1 mM y sacarosa al 5 %; el cultivo 

fue incubado por un periodo de 48 horas con agitación de 320 r.p.m. a 30 oC y 
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aereación de 32 litros de aire por minuto. A las 36 horas de crecimiento (fase 

exponencial) se le adicionó alcohol etílico suficiente para alcanzar una 

concentración de 0.5% con el objetivo de estimular la expresión de las enzimas 

del sistema oxidativo de alcoholes. Durante este periodo se tomaron muestras 

del medio de cultivo para determinar el crecimiento (As60nm), pH Y oxígeno disuelto 

en el medio. Las células se colectaron al final de la fase exponencial de 

crecimiento (36-48 horas), se lavaron tres veces a 4°C con K2HP04 50 mM (pH 

6.0), el cual contenía CaCI2 0.5mM y MgCI2 0.5mM (Barquera et al,. 1991). 

B. PREPARACiÓN DE LA FRACCiÓN MEMBRANAL. 

La obtención de la fracción membranal se realizó por el método de 

Escamilla et al., 1987 modificada por Gómez- Manzo 2002. La ruptura celular se 

realizó en presencia de PMSF (fenil metil sulfonil fluoruro), para evitar la 

degradación por proteasas endógenas y en una solución reguladora de K2HP04 

50mM (pH 6.0), se utilizaron perlas de vidrio (0.1-0.2 mm) en una licuadora 

(Bead-Beater). Se aplicaron 3 a 5 pulsos de 1 min con intervalos de 5 min en hielo 

frappe, para evitar el calentamiento de las células. Las perlas fueron removidas 

con la ayuda de un filtro poroso y una bomba de vacío. El filtrado fue centrifugado 

a 10,000 x 9 por 10 mino a 4°C con la finalidad de eliminar las células que no se 

rompieron. Se recuperó el sobrenadante y se centrifugó a 30,000 x 9 a 4 oC 

durante 40 mino que es la velocidad de sedimentación de la fracción membranal 

(pellet) éste se resuspendió y se lavó tres veces con el mismo amortiguador. Se 

determinó la cantidad de proteína y se midieron las actividades especificas de 

oxidasas y deshidrogenasas. 

1.- Cuantificación de proteína. 

La cantidad de proteína se determinó por el método de Lowry et al,. (1951) 

empleando albúmina bovina como patrón (BSA). 
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2.- Actividades de deshidrogenasas. 

2.1. Método cinético (2,6-dicloro fenol indolfenol reducido: DCPIPH2 ). 

La determinación de la actividad de las deshidrogenasas se realizó 

utilizando el método cinético (Adachi, et al., 1978). Este método se basa en 

medir la pérdida de color del DCPIP cuando éste se reduce. Se utilizó 1 mL 

de una mt;3zcla conteniendo amortiguador de fosfatos 50 mM pH 6, KCN 2 

mM, DCPIP 0.08 mM, PMS 0.06 mM, 20 mM del sustrato (acetaldehído). La 

reacción se inició adicionando 30 ¡..tg de proteína y se leyó a una longitud de 

onda de 600 nm. 

Para obtener la actividad específica se utilizó la siguiente ecuación. 

UmoVmglmL = (m /21 / Proteína total) 

DCPIP E 600 = 21 ~M cm'1 

donde: 

m pendiente 

Eeoo = coeficiente de extinción molecular a 600 nm 

C. PURIFICACiÓN. 

1. Solubilización de ALDH. 

Se ensayaron diferentes concentraciones de un único detergente (Tritón X-

100) de 0.1-1.0% con la finalidad de encontrar la condición adecuada para 

solubilizar la mayor actividad de la enzima. Se determinó que la mejor 

concentración de Tritón X-100 para solubilizar ALDH es de 0.5% (ver resultados), 

por lo que la solubilización rutinaria se llevó acabo con esta concentración. Las 
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membranas se solubilizarón en una solución reguladora de fosfatos 10 mM pH 6, 

conteniendo una concentración final de proteína: de 10 mg mL·1 
; 0.5 % de Tritón 

X-100 y 1 mM de PMSF; el solubilizado se agitó suavemente durante dos horas y 

se centrifugaron a 30,000 x 9 durante 40 mino En el sobrenadante quedó la 

proteína de interés, obteniéndose una coloración rojiza. Al volumen recuperado se 

le midió la cantidad de proteína, así como también la actividad específica de 

deshidrogenasa. 

2. Cromatografía. 

2.1. DEAE-Toyopearl. 

La enzima solubilizada se aplicó a una columna de intercambio 

aniónico de DEAE- Toyopearl de (3 X 25 cm), la cual fue equilibrada con un 

amortiguador de fosfatos 10 mM a pH 6 Y 0.1 % de Tritón X-100; después 

de aplicar la muestra, la columna se lavó con 300 mL del mismo 

amortiguador. El flujo fue de 0.5 mL min·1
• La muestra adsorbida por la 

columna fue removida aplicando un gradiente lineal de cloruro de sodio 

(NaCI) de 0.01 a 0.25 M. Se colectaron las fracciones cada 6 min., 

(aproximadamente 3 mL). Se determinó la absorbencia a 280 nm (proteína) 

ya 405 nm (hemo); así mismo se determinaron sus actividades relativas por 

el método cinético de DCPIP y se graficó el perfil cromatográfico. Se 

colectaron las fracciones que cayeron dentro del 75 % de la curva y la 

mezcla se concentró en un tubo de diálisis aplicado polietilenglicol 20,000 

(PEG) sobre la superficie externa de la tripa. El concentrado se dializó 

contra 200 veces de su volumen en la misma solución reguladora, se le 

determinó la cantidad de proteína y actividad especifica por el método 

espectroscópico. 
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2.2 QAE-Toyopearl. 

La fracción activa obtenida de la columna de DEAE-Toyopearl se 

adsorbió en una columna de intercambio aniónico QAE-Toyopearl (3 X 

25cm) equilibrada con un amortiguador de fosfatos 10 mM a pH 6 

conteniendo Tritón X-100 al 0.1 %; después de aplicar la muestra la 

columna se lavó con 300 mL del mismo amortiguador. El flujo fue de 0.5 mL 

min·1
• La muestra adsorbida por la columna fue removida aplicando un 

gradiente lineal de cloruro de sodio (NaCI) de 0.01 a 0.25 M. Se colectaron 

las fracciones cada 6 mino (aproximadamente 3 mL) , se determinaron sus 

actividades relativas por el método cinético de DCPIP , se graficó el perfil 

cromatográfico. Las fracciones que ubicadas dentro del 75 % de la curva 

se colectaron y se concentró en un tubo de diálisis aplicado polietilenglicol 

20,000 (PEG) sobre la superficie extema de la tripa. El concentrado se 

dializó contra 200 veces de su volumen en la misma solución reguladora, 

se le determinó la cantidad de proteína y se midió la actividad específica por 

el método cinético por DCPIP. 

2.3. Hidroxiapatita Ultrogel (HA-ultrogel) 

La fracción dializada se adsorbió en la columna de HA-UL TROGEL, 

la cual fue equilibrada y lavada con amortiguador de fosfatos 10 mM pH 6.0 

que contiene Tritón X-100 al 0.1 % . La muestra fue eluida aplicando un 

gradiente lineal de fosfatos de 0.01 a 0.10 M. Las fracciones activas fueron 

colectadas cada 2 mino (aproximadamente 1 mL) y concentradas con 

centricon 30 (Amicon) para su posterior caracterización cinética y 

molecular. 
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D. CARACTERIZACiÓN MOLECULAR. 

1.- Composición oligomérica. 

1.1. Electroforesis (PAGE SDS). 

La electroforesis desnaturalizante se llevó a cabo de acuerdo con la 

técnica de Laemli modificada (Del Arenal et al., 1997). El gel concentrador 

contenía acrilamida al 4.5% más bisacrilamida al 0.12% , glicerol 8%, 

SOS al 1 %, TEMED al 0.07%, persulfato de amonio al 0.05% y Tris-HCI, 

0.125M, pH 7. Las concentraciones finales de la mezcla de digestión en 

presencia de la muestra, fueron al 5 % SOS, 3 % de ~-mercaptoetanol, 15 

% de glicerol, 0.15 M de Tris HCI, pH 6.7 (azul de Bromofenol); ésta se 

calentó durante 3 minutos a temperatura de ebullición. Se utilizó marcador 

de peso molecular comercial (Mark IX Bio-Rad) El corrimiento se llevó a 

cabo en un amortiguador de tris, glicina y SOS al 1 % ajustando el pH a 

8.3. El gel se corrió a 12 mA durante aproximadamente 7 horas. Las 

bandas fueron reveladas con la tinción de plata de acuerdo a Oakley et 

al., (1980). 

1.2. Zimografía de peroxidasa para hemos. 

Zimografía para citocromo c. Esta técnica nos ayuda a revelar la 

presencia de citocromo e por su actividad de peroxidasa como lo describe 

Thomas et al. , (1976) . Después que las muestras se sometieron en 

SDS-PAGE (10 %); el gel fue sumergido en una solución reguladora de 

acetato de sodio 175 mM pH 5.0. con TMB (3,3 ', 5,5 '-tetrametilbencidina) 

0.2 mM disuelta en metanol. La mezcla se incubó durante 2 horas a 

temperatura ambiente en la oscuridad y en agitación suave; después se 

reveló con H20 2 a una concentración final de 30 mM. Las bandas con 

actividad peroxidasa debida a citocromo-c se tiñierón de un color verde, se 

identificaron marcándolas con un palillo y se paró la reacción adicionando 

una solución reguladora de acetato de sodio 175 mM, pH 5.0 conteniendo 

alcohol isopropílico al 30 % (7:3). 
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1.3. Zimografía con sustrato acetaldehído. 

Esta técnica nos ayuda a detectar la actividad de la enzima in situ en 

PAGE-NATIVO. La banda positiva con actividad de ALDH forma un 

precipitado de color azul en presencia del NTB. Las muestras se corrieron 

en un gel de poliacrilamida al 7.5 % con Tritón X-1 00 al 0.1 %. Después de 

correr las muestras, el gel se colocó en una solución que contenía 

acetaldehído 100 mM, 0.4 mg mL-1 de NTB, 0.14 mg mL-1 de PMS y buffer 

de Mcllvaine pH 6, se incubó en la oscuridad durante 30 minutos con una 

agitación suave, la reacción se paró adicionando ácido acético al 7 % 

(Adachi, 1978). 

2. Análisis espectral del contenido citocrómico. 

El análisis espectrofotométrico de citocromos tipo e se llevó a cabo de 

acuerdo a la metodología establecida por Barquera et al., (1991) ; Wilson et al., 

(1978) . En un espectrofotómetro Shimadzu UV240 1 PCDW 2000; se usaron 

cubetas de cuarzo con un paso de luz de 1.0 cm. Para la obtención de espectros 

diferenciales de absorción reducido menos oxidado se empleó la fracción obtenida 

(30 Ilg de proteína). La proteína se suspendió en un amortiguador de fosfatos 

50 mM pH 6.0. Esta muestra fue reducida con el sustrato (acetaldehído) 20 mM 

y posteriormente con ditionita; y fue oxidada con persulfato de amonio (APS) 

obteniendose el espectro diferencial (reducido menos oxidado). El espectro se 

corrió en un intervalo de longitud de onda de 400-700 nm. 
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E. CARACTERIZACiÓN CINÉTICA. 

1, Determinación del pH en la fracción purificada. 

Se realizó una curva de pH (Adachi, 1978) la preparación parcialmente 

purificada, se midió la actividad de PQQ-acetaldehído deshidrogenasa (DCPIP 

aceptor). Esto se realizó con un amortiguador de ácido cítrico- Na2 HP04 (Buffer 

de Mcllvaine) y para los valores de pH de 8 - 9 se utilizó un amortiguador 

constituido de Glicina - NaOH. 

2. Km por sustrato acetaldehido. 

A la preparación purificada se le determinaron los parámetros cinéticos (Km 

y Vmax) utilizando el método espectroscópico (2,6-diclorofenol- indolfenol DCIPIP). 

Los parámetros cinéticos se obtuvieron a partir de los gráficos de regresión no 

lineal, editando la ecuación de Michaelis-Menten en el programa sigma plot 2000. 

A su vez utilizando la gráfica de Lineweaver burk se obtuvo una regresión lineal y 

con la ecuación se determinaron las constantes de Km y de Vmax. 

3. Especificidad por sustrato. 

A la preparación purificada se le determinó la especificidad por sustrato. 

Se utilizaron los siguientes sustratos a una concentración final de 20 mM 

acetaldehído, metanol, etanol, glicerol, benzaldehído, glutaraldehído, 

formaldehído, isopropanol y n·butanol. 
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4. Efecto de compuestos sobre la actividad de ALDH. 

Se ensayaron diferentes inhibido res sobre la actividad de la preparación 

obtenida. La preparación purificada se incubó durante 10 minutos a 4'C con una 

concentración final de 1 mM de los diferentes metales como CUS04 , HgCb , 

CaCI2 . MgCI2; así como el agente quelante EDT A Y se midió la actividad residual 

(Kenji Tayamaet al., 1994). 
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VII. RESULTADOS. 

A. CONDICIONES DEL CULTIVO. 

Aunque G. diazotrophicus puede crecer en un medio conteniendo alcohol 

como única fuente de carbono, su crecimiento es muy pobre (Domínguez, M. A. 

2003), de tal manera que esta condición no podía ser utilizada para generar la 

biomasa que requeríamos para la purificación. Sin embargo pensamos que la 

presencia de cantidades moderadas de etanol (0.5%) podría favorecer la 

expresión de las enzimas responsables de la oxidación de alcoholes y aldehídos. 

Así, se realizaron cultivos en un fermentador de tipo Mobile Pilot Plant (Fermentor 

BIOFLO 5000, New Branswick Scientific). Se emplearon 60 litros de medio LGIP 

conteniendo sacarosa al 5 %, 1 mM (NH4)2S04 y para la inducción de las enzimas 

del sistema oxidativo de alcoholes (AOH y AL OH) se agregó alcohol etílico al 0.5% 

al cultivo en la fase exponencial (36 horas). Se determinó la turbidez del medio de 

cultivo (AS60nm) como indicador de crecimiento, también se midió la cantidad de 

oxígeno disuelto y pH del medio. Las propiedades de crecimiento se muestran en 

la Figura 4. 

El crecimiento celular ( .... ) presentó una disminución en la absorbencia 

después de adicionarle alcohol etílico (0.5%) a las 36 horas. El efecto del alcohol 

sobre el cultivo fue la formación de agregados celulares los cuales no permiten 

que la muestra sea homogénea para ser leída su verdadera densidad de 

crecimiento en el espectro (AS6Onm). Por otro lado, se conoce que la utilización de 

la glucosa por G. diazotrophicus conduce a la acidificación del medio de cultivo, 

debido a la producción y acumulación de ácido glucónico (Cavalcante, V. A. and 

Dobereiner, 1988). Se ha reportado que este proceso lo realiza una glucosa 

deshidrogenasa ligada a la membrana (Attowood, M. M. et al. 1991). En este 

trabajo la acidificación fue determinada midiendo directamente el pH del medio de 

cultivo ( ... ). Así, el cultivo registró la mayor acidificación (pH 4.0) a las 40 horas, 

La POO-Acetaldehído deshidrogenasa periplásmica de Acetobacter diazot~ophicus PALS 
González Valdéz Alejandra Abigail 



E 
e 
o 
~ 

<i 

29 

lo cual corresponde con lo reportado por Flores-Encarnación, 1999. El oxígeno 

disuelto (-) índicó que, después de las 12 horas de crecimiento, la concentración 

de O2 disuelto en el medio cae en un 80 % como lo describe Flores-Encarnación 

et al., (1999) y esto es condición necesaria para que la actividad de la nitrogenasa 

se exprese. 
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Figura 4. Curva de crecimiento de G. diazotrophicus en medio LGIP a las 48 horas. A las 36 horas adición de etanol al 
0.5 %. (.) 0.0 (560 nm). (T) Oxígeno disue~o. (-) pH. Se observa una disminución de la densidad óptica después 
de las 36 horas (adición de alcohol etílico). 

Cuando se obtiene la fracción membranal y se determinan las actividades 

de deshidrogenasa para PQQ-ADH y PQQ.ALDH se observa un aumento 

significativo en sus respectivas actividades causado por la adición del alcohol 

etílico (0.5%). A continuación se muestra la tabla comparativa. 
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Tabla comparativa de actividades 

Sustrato Medio Medio LGIP Relación B/A 
LGIP (A) + 0.5 % Etanol (B) 

Glucosa 0.48 0.55 1.14 
Acetaldehído 0.60 1.68 2.80 
Etanol 0.20 0.76 3.00 

Tabla 2. Tabla comparativa de actividades de deshidrogenasa en membranas (Ilmol DCPIP min" mg") 
crecidas en medio LGIP y cuando son inducidas con alcohol etílico al 0.5% (36 horas). Ensayo realizado en 
solución reguladora de fosfatos pH 6.0. DicJorofenol indolfenol como aceptor de electrones. 

Como se esperaba, la presencia de etanol en el medio LGIP (Tabla 2) 

causó un incremento significativo en el nivel de expresión de las actividades de 

deshidrogenasas, registrándose un incremento de 3 veces para la PQQ-ADH y 

2.8 veces para la PQQ-ALDH en comparación con las mismas actividades 

reg istradas en el cultivo crecido en medio LGIP simple; este resultado demuestra 

que G. diazotrophicus expresa las PQQ-deshidrogenasa de etanol y acetaldehído 

de manera constitutiva pues en el medio LGIP simple las dos actividades están 

presentes y se sobreexpresan cuando el cultivo es retado con alcohol en el medio 

LGIP- etanol. Cabe destacar que al sobreexpresar una enzima, en este caso ADH 

en respuesta al etanol, también se sobrexpresa la ALDH; esto por, como ya se 

mencionó, son enzimas que se encuentran acopladas en el sistema oxidativo de 

alcoholes (producto de ADH es el sustrato de ALDH). Este fenómeno se ha 

reportado para la enzima ADH en una bacteria del mismo género. Acetobacter 

pasteurianus; aumenta 10 veces la actividad de ADH cuando se le adiciona 

etanol (1 %) como inductor en el medio de cultivo (Takemura et al., 1993). Es 

importante destacar que la adición de etanol al medio no modificó 

significativamente los niveles de expresión de la glucosa deshidrogenasa (GDH). 
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B. PURIFICACiÓN. 

1. Solubilización de ALDH. 

Con el objetivo de purificar la enzima ALDH se obtuvo la fracción membranal 

para establecer un protocolo de solubilización para la PQQ-ALDH; esto se 

realizó ensayando diferentes concentraciones (0.1 a 1.0 %) del detergente Tritón 

X-100 (Fig. 5) . En esta gráfica se observa que la concentración de 0.5% de 

detergente Tritón X-100 fue la óptima para solubilizar a la PQQ-ALDH y 

casualmente, a esta misma concentración, también se obtiene la mejor 

solubilización de la PQQ-ADH. 
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Figurar 5. Patrón de Solubilización de ALDH de membranas de G. diazotrophicus a diferentes concentraciones de 
Tritón X·100. (Barras) Actividad relativa de ALDH (%). Ensayo realizado en solución reguladora de fosfatos pH 6.0. 
Diclorofenol indo~enol (DCPIP) como aceptor de electrones. 100 % = 1.6 ¡.¡mol.mg·l min·l . 
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Resulta interesante observar que ambas enzimas cosolubilizan a la misma 

concentración de detergente y que la concentración requerida (0.5%) de Tritón X-

100 es suficientemente baja para pensar que se trata de proteínas laxamente 

unidas a la membrana, seguramente periféricas. Por otro lado, si se comparara la 

cantidad de detergente Tritón X-100 necesaria para solubilizar a la enzima PQQ­

ALDH en G. dizotrophicus (0.5 %) con lo reportado para esta misma enzima en 

otros Acetobactereaceae (1 a 1.5 %); resulta que nuestra enzima podría estar mas 

laxa mente unida a la membrana pues su solubilización requiere concentraciones 

de detergente que son 2 veces menores. 

2. Cromatografía en Columna. 

Para purificar a la PQQ-ALDH se utilizaron columnas de intercambio iónico 

como: DEAE-Toyopearl, QAE-Toyopearl y una columna de Hidroxiapatita Ultrogel. 

Toda la purificación se llevó a cabo en una solución reguladora de fosfatos 0.01 M 

pH 6.0, con Tritón X-100 al 0.1%, a 4°C. 

2.1. Columna DEAE-Toyopearl 

El solubilizado obtenido con 0.5 % de Tritón X-100 se aplicó a la columna 

de intercambio aniónico DEAE-Toyopearl, la cual fue lavada con dos veces 

el volumen de cama de la solución amortiguadora de fosfatos pH 6.0. La 

enzima fue eluída aplicando un gradiente lineal de 0.01 a 0.25 M de NaCI. 

Se colectaron las fracciones cada 6 min, (aproximadamente 3 mL) y se 

midieron actividades de deshidrogensa con DCPIP como aceptor de 

electrones. El patrón cromatográfico se siguió a 280 (A) Y 405 (-e-) nm. 
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Como se aprecia en la Figura 6, que corresponde al perfil cromatográfico 

de la columna de DEAE-Toyopearl, se observaron dos diferentes frentes de 

elución para la proteína; el primer pico, se obtiene aproximadamente con 

una molaridad de 45 mM; en éste pico observamos que las mismas 

fracciones que oxidan acetaldehído, también oxidan etanol, con una mayor 

eficiencia. Sin embargo, la mayor actividad para POO-ALDH se encontró en 

el segundo pico que se obtiene con una molaridad (-+-) de 85 mM yen 

donde no se registró actividad de POO-ADH en las mismas fracciones. De 

este modo pudimos diferenciar a la POO-ADH, eluída en el primer pico y 

con actividad tanto sobre alcoholes como sobre aldehídos. La verdadera 

POO-ALDH apareció con el segundo pico y solo mostró actividad sobre 

aldehídos, ambas enzimas presentan señal de hemoproteínas a 405 nm. 
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Figura 6. Perfil cromatográfico de la columna DEAEoToyopearl. (©) Actividad enzimática relativa de ADH; (.) 
Actividad enzimática relativa de ALDH. (-+-) Conductividad. (~) Proteína (260 nm). (-_o) Hemo (405 nm). 
Utilizando diclorofenoloindo~enol (DCPIP) como aceptor artificial de electrones. 
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Este fenómeno sugiere que POO-ADH y POO-ALDH son isoenzimas con 

respecto a su capacidad para oxidar aldehídos y esto ocurre en otra 

especie de bacteria ácido-acética: Acetobacter polyoxogenes, Fukaya et 

al., (1989) en donde se encontró el mismo comportamiento. 

Se tiene evidencia de la existencia de hemoproteínas como etanol 

deshidrogenasa que tienen la capacidad de oxidar aldehídos. Sin embargo, 

esto sólo sucede para la enzima soluble. (Duine, , J. A. 1987). Cabe 

destacar que para la enzima PQQ-ALDH de los Acetobacter no existen 

evidencias que indiquen la presencia de isoformas, por lo que planteamos 

que en G. diazotrophicus existe la enzima POO-ADH que tiene la 

capacidad para oxidar ambos sustratos y además presenta la enzima POO­

ALDH. 

2.2. Columna OAE - Toyopearl. 

La fracción activa de PQQ-ALDH, libre de la enzima PQQ-ADH, se 

adsorbió a la columna de intercambio iónico OAE-Toyopearl, la cual fue 

equilibrada y lavada con dos volúmenes (de cama) de la misma solución 

amortiguadora de fosfatos. La enzima fue removida aplicando un gradiente 

lineal de cloruro de sodio (NaCI) de 0.01 a 0.25 M. Se colectaron las 

fracciones cada 6 min, (aproximadamente 3 mL) y se midieron sus 

actividades, dando el perfil cromatográfico como se muestra en la Figura 7. 

A diferencia de la columna de DEAE-Toyopearl, en ésta columna 

(Fig.7) solamente se aprecia un pico de actividad y éste, no oxida etanol 

como sustrato. La enzima ALDH se eluyó a una concentración de NaCI de 

70 mM. obteniendo una actividad específica específica de 19. 5 f.1mol.mg-

1min-1 2.8 veces más con respecto a la columna anterior. 
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Figura 7. Perfil cromatográfico de la columna QAE-Toyopearl. (.) Actividad enzimática relativa de ALDH. 
(-.-) Conductividad. ( ... ) Proteína (280 nm). (-.-) Hemo (405 nm). Utilizando diclorofenol-indolfenol (DCPIP) 
como aceptor artificial de electrones. 

2_3. Columna Hidroxiapatita_ 

Por último se decidió pasar la fracción obtenida de la columna QAE­

Toyopearl por la columna Hidroxiapatita (HA-ULTROGEL) que se sabe 

tiene propiedades de hidrofobicidad y de intercambio iónico. La enzima se 

adsorbió a dicha columna y se eluyó con un gradiente lineal de 

amortiguador de fosfatos de 0.01 a 0.1 M; obteniendo el perfil 

cromatográfico que se muestra a continuación. 
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Figura 8. Perfil cromatográfico de la columna HA-ULTROGEL. (.) Actividad enzimática relativa (%) de 
ALDH. (-.-) Conductividad. (Á) Proteína (280 nm). (-e-) Hemo (405 nm). Utilizando diclorofenol-indo~enol 
(DCPIP) como aceptor artificial de electrones. 

De acuerdo al perfil cromatográfico obtenido en la columna HA­

ULTROGEL (Fig. 8), la enzima ALDH se eluyó a una concentración de 

0.04 M de fosfato. Este último paso de purificación no fue satisfactorio 

debido a que como se puede apreciar en la tabla 3, la actividad específica 

recuperada cae 6.5 veces. La razón de esta inactivación se desconoce. 
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Tabla de purificación. 
Proteína Total Act. Especifica Act. Total Rcuperado 

Columna (mg) (uM OCPP. Min·1. Mg·1 ) (uM OCPP. Min·1) (%) 

Membrana 2608.0 1.8 4642.2 100.0 
Solubilizado 440.0 4.7 2068.0 44.5 
DEAE-Toyopearl 129.6 6.8 881 .3 19.0 
QAE-Toyopear! 36.4 19.5 697.0 15.0 
HA-Ultrogel 5.4 3.0 16.2 0.3 

Tabla 3. Tabla de purificación obtenida en el proceso de purificación de ALDH de G. diazotrophius PAL5. 

Existen antecedentes que reconocen poca estabilidad durante la 

purificación y posterior almacenamiento. Hommel et al., (1990) , purificando la 

misma enzima de la bacteria Acetobacter polyoxogenes con las columnas DEAE­

Sepharosa e Hidroxiapatita, obtuvo un rendimiento bajo; esto se atribuyó a que la 

actividad de la enzima purificada disminuyó en un 50% en 4 días incluso en 

presencia de tritón X-100 y de agentes estabilizadores como benzaldehído; y 

por ésta razón, la purificación fue acompañada de un bajo rendimiento. La razón 

para la inestabilidad de la enzima se desconoce y no proponen un mecanismo. 

A pesar que HA-ultrogel no es un paso agresivo en la purificación de 

proteínas membranales, y no existe evidencia que demuestre su agresividad al 

purificar esta enzima, nosotros notamos una perdida dramática en la purificación 

de la PQQ-ALDH y no podemos decir cuál fue la causa. Este mismo efecto se 

repitió en dos ocasiones. Posiblemente la perdida de actividad se deba a la 

existencia de un componente de la propia enzima PQQ-ALDH que queda unido 

fuertemente a la resina y que dicho componente es crucial en la actividad. 

Debido a la inactivación drástica que sufrió la enzima durante el último 

paso de purificación en HA-ultrogel no logramos reunir suficiente enzima para 

realizar su caracterización cinética y molecular, de tal manera que decidimos 

utilizar, para este fin, la fracción parcialmente purificada obtenida de QAE­

TOYOPEARL que corresponde a un paso anterior de purificación y dicha fracción 

presentó una actividad alta (19. 5 J.lmol.mg-1 min-1) 
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C. CARACTERIZACiÓN OLlGOMERICA. 

1.- Composición oligomérica. 

Con la finalidad de caracterizar bioquímica y molecularmente (grupo 

prostético y composición oligomérica) la preparación obtenida fue sometida a 

PAGE NATIVO Y PAGE-SDS. 

2. Zimografia para el sustrato acetaldehído. 

Queríamos conocer el grado de pureza de la fracción obtenida y esto nos 

lo revelaría un PAGE NATIVO Y la zimografía para PQQ-ALDH en el mismo gel. 

Esta técnica nos permitió detectar la actividad de acetaldehído de la enzima in 

sitú en PAGE-NATIVO. La banda positiva con actividad de PQQ-ALDH forma un 

precipitado de color azul en presencia del NTB. Las muestras se corrieron en un 

gel de poliacrilamida al 7.5 % Y Tritón X-100 al 0.1%. Después de correr las 

muestras, el gel se colocó en una solución que contenía acetaldehído 100 mM, 

0.4 mg / mL de NTB, 0.14 mg / mL de PMS y buffer de Mcllvaine pH 6.0, se 

incubó en oscuridad durante 30 minutos con una agitación suave, se paró la 

reacción adicionando ácido acético al 7 % (Adachi, 1978). 

Las muestras cargadas en el gel fueron: el solubilizado (material de 

partida) y la proteína obtenida de la última columna QAE- Toyopearl; como se 

observa en la Figura 9. 

La poo-Acetaldehido deshidrogenasa periplásmica de Acetobacter diazotrophicus PAL5 
González Valdéz Alejandra Abigail 



39 

Figura 9. NATIVE-PAGE 7.5 %. Carril 1: OAE-Toyopearl; Carril 1/ : Solubilizado (Gel incubado con acetaldehido 
100mM). 

Como se observa en la Figura 9, las bandas que dieron positivo sobre 

acetaldehído tanto en elsolubilizado como en la columna de OAE - Toyopearlson 

las mismas, con lo cual se comprueba que la fracción purificada tiene la capacidad 

de oxidar el acetaldehído. Se aprecia también dos bandas en cada carril , una de 

ellas; la banda superior debido a su aparente gran tamaño parecería ser un 

agregado activo de la PQQ-ALDH que se forma en las condiciones empleadas 

(Tritón X-100) para correr el gel nativo; sin embargo en la parte inferior se observa 

otra banda que corrió a través del gel y que tiene la capacidad de oxidar 

acetaldehído. por falta de una curva de calibración para Mr. desconocemos la 

masa molecular de dicha preparación. Sin embargo, al comparar la preparación de 

la PQQ-ALDH con la preparación purificada de la POO-ADH (Fig. 10) 

observamos que tanto la PQQ-ALDH como la PQQ-ADH corren a la misma 

distancia. Esto es debido a que ambas tienen masas moleculares similares, las 

cuales fueron determinadas en condiciones desnaturalizantes para ambas 

La PQQ-Acetaldehido deshidrogenasa periplásmica de Acetobacter diazotrophicus PAL5 
González Valdéz Alejandra Abigail 



~o 

enzimas. Así como también se ha comprobado por espectrofotometría de masas 

que la PQQ-ADH presenta una masa molecular relativa de 120 kDa. Dada la 

movilidad de dichas enzimas en ésta figura podemos inferir que su masa 

molecular de la PQQ-ALDH es muy semejante a la PQQ-ADH. 

11 

Figura 10. NATIVE·PAGE 7.5 %. Carril 1: QAE·Toyopearl (PQQ·ALDH); Carril 11 : Sephacryl200 (PQQ-ADH). 
(Gel incubado con acetaldehido 100mM). 

3. Electroforesis (PAGE SOS). 

Dado que en el gel nativo se aprecia una banda positiva para el sustrato 

acetaldehído, decidimos saber como era su composición oligomérica y para esto 

realizamos una electroforesis SDS-PAGE al 10 % (Del Arenal et al., 1997). Las 

muestras cargadas en el gel fueron: Carril 1: Marcadores de referencia (Mark 9); 

Carril 11: QAE Toyopearl y Carril 111: Solubilizado. I gel fue teñido aplicando la 

técnica de tinción de plata dando el patrón de bandeo, que se observa en la 

Figura 11 . 
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Figura 11 . Gel SDS-PAGE 10 °ó. Carril 1: Marcadores: Carril 11 : OAE-Toyopearl y Carril 111 : Solubilizado. 
Tinción de plata. 

.+1 

La imagen que se muestra en la Figura 11 indica la presencia de 3 bandas 

enriquecidas en la fracción obtenida de QAE-Toyopearl (carril 11) en comparación 

con la fracción inicial del solubilizado membranal con Tritón al 0.5% (carril 111) . Las 

masas moleculares calculadas para las tres bandas fueron: 75 kDa (S 1) , 50 kDa 

(S2) y 10 kDa (S3), respectivamente. La intensidad de la banda de masa 

molecular menor (10 kDa) fue mayor con respecto a las otras dos, este hecho 

hizo pensar que posiblemente esta banda no pertenecía a la proteína y era una 

contaminante; de hecho, debido a su menor masa molecular era de esperarse 

que, en la misma proporción estequiométrica con las bandas mayores, se tiñera 

menos. 

La POO-Acetaldehido deshidrogenasa periplásmica de Acetobacter diazotrophicus PAL5 
González Valdéz Alejandra Abigail 



42 

Su identificación como un posible contaminante se determinó por la 

cuantificación realizada por análisis de densitometría usando el programa 

BIORAD. A continuación se muestra la tabla. 

Banda 

S1 
S2 
S3 

Densitometría 

Intensidad de banda (%) 

17.49 
16.18 
44.52 

Tabla 4. Tabla de intensidades de las bandas de la enzima PQQ·ALDH de la columna QAE-Toyopearl. 

De acuerdo a la Tabla 4 la subunidad 3 que corresponde a 10 kDa se 

encuentra en bastante mayor proporción que las dos subunidades mayores pues 

no hay que olvidar que debido a su bajo peso molecular esta banda debe teñirse 

poco y por la tanto, la cifra obtenida (44.52)% por densitometría nos revela una 

concentración de proteína que todavía es mayor que la detectada por 

densitometría. Así, pensamos que la banda pequeña de Mr= 10 KDa copurifica 

con nuestra enzima pero no es parte del oligómero de la POO-ALDH o bien, existe 

una tercera banda para la POO-ALDH la cual se tiñe anormalmente. Desde luego 

nuestras dos posibles altemativas deberán ser validadas o rechazadas por el 

análisis del oligómero purificado a homogeneidad. Tentativamente proponemos 

que el oligómero de la PQQ-ALDH está constituido por dos subunidades con Mrs 

de 75 y 50 kDa, respectivamente. 
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Subunidad 

1 
11 
III 

Masa Molecular 
(Oligomero) 

Tabla Comparativa de ALDHs 

A. europaeus A. po/yoxogenes A. suboxydans G. diazotrophicus 

84.0 
49.0 
17.0 

150.0 

72.0 
44.0 

116.0 

83.0 
55.0 

141.0 

75.0 
50.0 

125.0 
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Tabla 5. Tabla comparativa de las diferentes ALDHs purificadas en el genero Acetobacter (kDa). 

Como se observa en la anterior tabla comparativa (Tabla 5) de las masas 

moleculares del genero Acetobacter de las diferentes ALDHs purificadas. 

tentativamente G. diazotrophicus presenta mayor semejanza a la ALDH purificada 

de A. polyoxogenes (Fukaya et al., 1989). 

Otro punto importante cuando se caracteriza una proteína es conocer los 

grupos con los que se asocia la proteína de interés. Como se mencionó en los 

antecedentes la mayoría de las enzimas periplásmicas contienen diferentes 

grupos asociadas a ella. En G. diazotrophicus se ha reportado que presenta dos 

grupos prostéticos; un grupo POO y un citocromo c. 

Existen diferentes técnicas para detectar la presencia de citocromo-c; en 

este trabajo se utilizaron dos técnicas principalmente. A continuación se detallan 

en el punto tres (zimografía de hemo) y cuatro (análisis espectral del contenido 

citocrómico). 
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4. Zimografia de peroxidasa para hemo. 

Zimografía para citocromo c. Esta técnica utiliza la actividad 

peroxidaxica inherente a los grupos hemo y en el caso específico de PAGE-SDS 

nos revela la presencia de hemos asociados covalente a proteínas, por tanto, de 

citocromos tipo-c. Después del corrimiento el gel PAGE - SDS al 10 % fue 

sumergido en una solución reguladora de acetato de sodio 175 mM pH 5.0 con 

TMB (3,3", 5,5"- tetrametilbencidina) 0.2 mM disuelto en metanol. La mezcla se 

incubó por 2 horas a temperatura ambiente y en oscuridad. Se reveló con H20 2 a 

una concentración final de 30 mM (Thomas et al., 1976). Las bandas positivas 

deben de precipitar en un color verde; en este caso, la única banda positiva fue el 

control (Citocromo e de caballo). No se detectó citocromo e en la enzima 

purificada por esta técnica, posiblemente debido a la baja cantidad de proteína 

que se cargo en el gel (datos no mostrados). El experimento no fue repetido y 

habrá que hacerlo a partir de la enzima purificada a homogeneidad. 

5. Análisis espectral del contenido citocrómico. 

Como no se observó alguna banda positiva en la zimografía para hemo, se 

decidió determinar el citocromo-e por espectroscopia de luz visible que es una 

técnica muy sensible y confiable para la identificación y cuantificación de 

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

acuerdo a la metodología establecida por Barquera et al., (1991); Wilson et al., 

(1978). En un espectrofotómetro Shimadzu UV240 1 PCDW 2000; se usaron 

cubetas de cuarzo con un paso de luz de 1 cm. Para la obtención de espectros 

diferenciales de absorción reducido menos oxidado se empleó la fracción obtenida 

de la columna QAE-Toyopearl (30 ).1g de proteína). La fracción obtenida se 

suspendió en un amortiguador de fosfatos 50 mM pH 6.0 Las muestra fue 

reducida con el sustrato (acetaldehído) 20 mM y posteriormente con ditionita; y 

fue oxidada con persulfato de amonio obteniendo con esto el espectro diferencial. 

El espectro se corrió entre 400 y 700 nm como se observa en la siguiente figura. 

La PQQ·Acetaldehído deshidrogenasa periplásmica de Acetobacter diazotrophicus PAL5 
González Valdéz Alejandra Abigail 



4S 

0 .06325 /17nm 

0 .05000 

0 .00000 553nm 

+ 

.0 .04656 '--______ ---'-_______ -L-______ _ 

400.00 500 .00 600 .00 700 .00 
nm. 

Figura 12. Espectro diferencial de PQQ·ALDH de A. diazotrophicus. La enzima fue oxidado con persulfato de amonio 
(APS) y reducido con el sustrato acetaldehido 20 mM a temperatura ambiente. 

El espectro que obtuvimos presenta las señales características de 

citocromo-c, donde se observan tres picos (553, 523 Y 417) que corresponden a 

las zonas a, p y soret, respectivamente. El citocromo-c se encuentra distribuido 

dentro del genero Acetobacter, ha sido reportado en las ALDHs purificadas de A. 

europaeus, A. suboxydans, A. aceti y A. rancens. Se ha encontrado que A. 

polyoxogenes sp. carece de citocromos e; sin embargo, presenta un grupo 

prostético POO como centro de Oxido - Reducción. 
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D. CARACTERIZACiÓN CINÉTICA. 

1. pH óptimo 

A la preparación purificada se le determinó el pH óptimo de 2 1ectrone 

sobre acetaldehído. La DlectronesDón se hizo para un intervalo de pH de 2.6 a 

7.6, utilizando el amortiguador de McLlvaine. Y para el rango de pH 8 a 9 se utilizó 

el amortiguador de e lectro - Hidróxido de sodio. 

~ 
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Figura 13. Perfil de pH óptimo de la fracción purificada. (e) Clectrone enzimática especifica de la fracción 
purificada utilizando acetaldehido 20 mM. 

Como se puede apreciar en la Figura 13 se obtuvo un pH óptimo de 7.0 

para la POO-ALDH de la fracción obtenida de QAE Toyopearl, utilizando 

acetaldehído. El ensayo fue medido utilizando DCPIP como aceptor de 

2 lectrones. 
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Dicho resultado concuerda con lo reportado para A. polyoxogenes. Sin 

embargo, en otros Acetobactereaceae el pH óptimo de la ALDH es diferente: a pH 

4.0 para G. suboxydans, pH 5 para A. aceti ya un pH de 5.7 para A. rancens. 

2. Especificidad por sustrato aldehído. 

A la preparación purificada se le determinó el espectro de actividad sobre 

diversos alcoholes y aldehídos, utilizando: metanol, etanol, isopropanol, butanol, 

glicerol, acetona, acetaldehído, formaldehído, glutaraldehído y benzaldehído. El 

ensayo se llevó a cabo en un amortiguador de fosfatos 50 mM, pH 6; se utilizó 

DCPIP como aceptar de electrones y 20 mM de cada uno de los sustratos. Los 

resultados obtenidos se muestran en la siguiente tabla. 

Substrato 

Metanol 
Etanol 
Iso propanol 
N- butanol 
Glicerol 
Formaldehído 
Acetaldehído 
Glutaraldehído 
Benzaldehído 

Especificidad por sustrato (%) 

Actividad enzimática (%) 

o 
O 
O 
O 
O 

25 
100 

45 
5 

Tabla 6. Se determino la espec~icidad por sustratos a la preparación obtenida con una actividad especifica de 19.25 
¡1mol mg" min·' . El ensayo fue realizado en una amortiguador de fosfatos 50 mM pH 6 en presencia de DCPIP como 
aceptar de electrones. 
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En la Tabla 6 se muestra que la preparación obtenida no oxida alcoholes 

de cadena sencilla y seguramente tampoco, alcoholes ramificados. Dentro de los 

aldehídos ensayados él que prefiere, después de acetaldehído, es el 

glutaraldehído con una actividad del 45%, seguida de formaldehído 25%; hay que 

destacar que dentro de las ALDHs purificadas para G. suboxydans (Adachi et al., 

1980), A. polyoxogenes (Fukaya et al., 1989) y A. aceti (Ameyama et al., 1981) 

ninguna presenta actividad sobre formaldehído. 

3. Km por sustrato acetaldehido. 

A la preparación purificada se le determinó su constate de afinidad Km. Se 

midió la actividad a concentraciones crecientes de acetaldehído como sustrato, 

se graficaron los resultados y se realizó el ajuste con el modelo de Michaelis 

Menten. La cinética para el sustrato acetaldehído muestra un comportamiento 

hiperbólico típico de saturación como se observa en la Figura 14. 
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Figura 14. Gráfica de Michaelis Menten utilizando acetaldehído como sustrato a diferentes concentraciones. 
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Los datos se linealizarón a través de los inversos y fueron graficados por el 

método Lineweaver-Burk con un ajuste del 0.97% para obtener así los parámetros 

de la constante aparente de Michaelis Menten (Km) y la velocidad máxima (V max) 

como se aprecia en la Figura 15. 
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Figura 15. Gráfica de lineweaver plot, usando acetaldehido como sustrato a diferente concentraciones. 

La Km de la enzima purificada fue de 4.29 x 10,4 M Y una Vmax de 19.82 

IJmol mg'l min'l ; lo cual nos indica que la enzima purificada en G. diazotrophicus 

es muy afín en la oxidación de este sustrato (acetaldehído), ya que la Km obtenida 

es menor en un orden de magnitud comparada con las obtenidas en A. aceti 

(Ameyana et al., 1982), A. suboxydans (Adachi et al., 1980), A. polyoxogenes 

(Fukaya et al., 1989) y A. europaeus (Thurner et al., 1997) en orden de 1.2 a 

3.3 X 10,3 M. 
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4. Efecto de compuestos sobre la actividad de ALDH. 

Se ensayó el efecto de diferentes iones , sobre la actividad de la fracción 

purificada. La preparación fue incubada durante 10 minutos a 4'C con una 

concentración final de 1 mM de los diferentes metales. La actividad fue medida 

en el espectrofotómetro utilizando DCPIP como aceptor artificial de electrones y 

acetaldehído (20 mM) como donador de electrones. 

Cationes 

Control 
CaCI2 
MgCI2 
HgCI2 
CuS04 

EDTA 

Efecto de metales 

Actividad remanente (%) 

100 
88 
85 
2 
17 
70 

Tabla 7, Efecto de los diferentes iones sobre la actividad de acetaldehido deshidrogenasa de la fracción parcialmente 
purificada. 

Como se puede apreciar en la Tabla 7 el mayor efecto inhibitorio (casi 100%) 

sobre la actividad enzimática fue el promovido por sulfato de cobre, seguido del 

cloruro de mercurio. Se ha reportado que estos dos iones (CU2+ y Hg2+) también 

presentan un efecto inhibitorio sobre la enzima ALDH de A. polyoxogenes 

(Fukaya et al., 1989). Sin embargo, en este caso el efecto inhibitorio es mayor 

en presencia de cloruro de mercurio (98%) que con sulfato de cobre (83%). 

Cuando se trata la muestra en presencia de cationes como magnesio, calcio o 

con EDTA (1 mM) no se presenta inhibición significativa de la actividad 

enzimática. El EDT A. es un agente quelante y podría secuestrar los iones calcio y 

magnesio que se encuentran asociados al grupo prostético POO, el cual actúa 

como un centro oxido-reducción dentro de esta enzima. 
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VIII. DISCUSiÓN. 

G. diazotrophicus se ha reconocido por su capacidad para crecer y fijar 

nitrógeno bajo condiciones de alta aereación, lo cual sugiere la existencia de un 

mecanismo de protección respiratoria dado por deshidrogenasas periplásmicas 

(Flores-encarnacion et al., 1999). En éste trabajo se determinó que el alcohol 

etílico (0.5%) tuvo un efecto positivo de inducción sobre las enzimas alcohol 

deshidrogenasa (PQQ-ADH) y acetaldehído deshidrogenasa (PQQ-ALDH), lo cual 

se vió reflejado en el aumento de sus actividades enzimáticas (Tabla 2); este dato 

mostró claramente que las enzimas son sobreexpresadas en presencia de etanol, 

queda por averiguar si los aldehídos ejercen el mismo efecto de inductor sobre 

ambas enzimas, tal y como lo hizo el etanol en la presente Tesis. Los 

experimentos deberán tener especial cuidado en la cantidad aplicada del aldehído 

ya que hay que recordar que el acetaldehído es tóxico. 

La concentración óptima del detergente Tritón X-100 encontrada para 

solubilizar la enzima PQQ-ALDH fue del O. 5% (Fig. 5). Resultó interesante y 

novedoso que a esta misma concentración solubiliza óptimamente a la proteína 

PQQ-ADH (datos no mostrados). Sin embargo, al purificar la enzima ALDH por la 

columna de intercambio iónico (DEAE-Toyopearl) se detectaron dos picos bien 

separados, con actividad sobre acetaldehído (Fig. 6), ésto nos hizo pensar que la 

enzima PQQ-ALDH presentaba isoformas; sin embargo, no se tiene reportes de la 

existencia de esto. Paralelamente en nuestro laboratorio Gómez-Manzo estaba 

purificando la enzima PQQ-ADH, por lo que se decidió medir las actividades para 

ambos sustratos en estos dos picos, encontrándose que el primer pico oxida con 

una mayor eficiencia el sustrato etanol (100%) y en un 50% oxida el sustrato 

acetaldehído, para el segundo pico, analizado en la presente Tesis, se encontró 

que sólo oxida el sustrato acetaldehído (Fig. 6). Esto nos indica que G. 

diazotrophicus tiene dos iso enzimas capaces de oxidar el acetaldehído del 

medio y que una de ellas (PQQ-ADH) tiene la capacidad primaria para oxidar 
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alcoholes. Hasta la fecha no se conoce la existencia de una enzima bifuncional en 

las bacterias ácido- acéticas. El único reporte que se tiene de éste fenómeno lo 

encontramos para la bacteria E. coli la cual oxida etanol yacetaldehído. 

La enzima ALDH parcialmente purificada con la columna de intercambio 

aniónico QAE - Toyopearl, se obtuvo con un rendimiento de 11 veces (Tabla 3) 

con respecto al solubilizado y se obtuvo una cantidad de proteína total de 36.4 mg. 

Esta fracción se utilizó para realizar la caracterización molécular y cinética de la 

acetaldehído deshidrogenasa. 

De acuerdo al gel PAGE-SDS al 10% la enzima purificada parcialmente mostró 

la presencia de tres bandas mayores, con masas moleculares aproximadas de 

75.0, 50.0 Y 10.0 kDa respectivamente. La tercera banda parece ser un 

contaminante que copurifica con nuestra enzima. El oligómero tiene una masa 

total de 125 kDa; dicha masa, se encuentra en el rango de lo reportado para ALDH 

en A. polyoxogenes (Takemura et al., 1985). 

En PAGE-NATIVO se logró detectar la actividad de la enzima ALDH in situ 

con NTB como aceptor de electrones. Las bandas que dieron positivo tanto en la 

fracción de solubilizado como en la fracción purificada corren a la misma distancia, 

lo que indica que es la misma enzima y que ésta oxida el sustrato acetaldehído en 

el gel. 

No se detectó señal para citocrormo-c con la reacción de peroxidasa en 

SDS-PAGE al 10 %, quizá debido a la cantidad de proteína aplicada al gel ó 

porque la cantidad de citocromos-c que tiene asociada la enzima es pequeña (1 

citocromo e por mol de proteína Adachi et al., (1980); sin embargo, se detectó la 

presencia de citocromo e por espectrofotometría, obteniéndose las señales 

características para citocromos c. Para la obtención del espectro diferencial 

la enzima se oxido con persulfato de amonio, y se redujo con acetaldehído como 

sustrato y con ditionita, obteniéndose espectros semejantes. Lo cual nos indica 
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que existe un flujo dinámico de electrones a partir del sustrato y que los electrones 

pasan por el citocromo c. 

En cuanto a la especificidad por sustrato, se encontró que la enzima no 

tiene capacidad para oxidar ninguno de los alcoholes probados, incluyendo al 

etanol. Preferentemente oxida acetaldehído, seguido por glutaraldehído y 

formaldehído. El dato de la oxidación del sustrato formaldehído por esta enzima 

es muy relevante ya que las ALDH purificadas hasta la fecha de otros 

microorganismos no oxidan este sustrato (Adachi et al., 1980; Hommel, 1990; 

Thurner et al., 1997; Fukaya et al., 1989 y Ameyama et al., 1981). 

La Km obtenida fue de 4.29 X 10 -4 M. Lo que indica la alta afinidad que 

tiene la enzima por el sustrato, esto nos lleva a proponer que la PQQ-ALDH es 

una enzima eficiente en la eliminación del acetaldehído como intermediario en el 

sistema oxidativo de alcoholes, impidiendo la acumulación de este intermediario 

(metabolito) en el medio y evitando la intoxicación del organismo. 

Al evaluar el efecto de cationes metálicos sobre la actividad enzimática de 

la fracción purificada (ALDH) se observó que ésta se ve afectada por sulfato de 

cobre y cloruro de mercurio principalmente. Es posible que estos metales 

pesados se unan de manera irreversible a algún componente del sitio activo, 

crítico para la catálisis. Otros cationes diva lentes como calcio y magnesio no 

presentaron efecto inhibitorio significativo. 
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IX. CONCLUSIONES . 

., El alcohol etílico (0.5 %) añadido al medio de cultivo hacia el final del 

crecimiento de G. diazotrophicus en medio LGIP simple, causó la sobre 

expresión (2-3 veces) de las enzimas PQQ-ADH y PQQ-ALDH, sin afectar 

de manera significativa, la expresión de la PQQ-GDH . 

,. Las enzimas PQQ- ALDH Y PQQ-ADH son proteínas unidas laxamente a la 

membrana, a juzgar por la baja concentración (0.5%) de Tritón X-100 

requerida para su solubilización. 

,. Las columnas de intercambio iónico QAE y DEAE-Toyopearl ayudaron a 

purificar la enzima PQQ-ALDH. Sin embargo, la enzima resultó inestable 

durante la cromatografía en la columna HA-Ultroge!. 

;- La enzima PQQ-ALDH purificada parcialmente para G. diazotrophicus tiene 

una masa aproximada de 114 kDa y está constituida por dos subunidades 

con Mrs de 75 y 50 kDa; contiene citocromo-c asociado, tentativamente 

en relación estequiométrica con el dímero. 

,. La PQQ-ADLH presenta una Km de 4.29 X 10-4 M Y una Vmax de 19.82 

/lmo!. Min,1. mg,1, utilizando acetaldehído como sustrato. 

,. La enzima PQQ-ALDH oxida con preferencia decreciente a los sustratos 

acetaldehído, glutaraldehído, formaldehído y benzaldehído. No oxida 

alcoholes. 
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,. El CUS04 y HgS04 tuvieron un fuerte efecto inhibitorio sobre la actividad de 

la enzima ALDH. Presumiblemente, los' metales pesados utilizados son 

responsables del efecto inhibitorio. 

,. Gluconacetobacter diazotrophicus posee dos enzimas PQQ-

deshidrogenasas distintas, que son capaces de oxidar al sustrato 

acetaldehído. Una, la PQQ-ADH oxida primariamente alcoholes, la 

segunda, la PQQ-ALDH parcialmente purificada en la presente tesis es 

específica para oxidar aldehídos. 
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