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RESUMEN.

La ocwidacion de etangl 4 a<ido acético =5 el procesc mas caracteristico en las
bactongs acule acéticas; esle silama de axdacion o8 lacalizada  or el espacia
periplasmice. v es catabzado por dos cemplejos de enzimas membranales; la FOQOQ-
alcehal dezshidrogenaza (PQOQ-ADH) v la POC-aldehido deshidrogenasa (POO- aLGH).
Glecenacelahar ber disrotrophirns es laonlea espoecie cdentro de las bacterias aodo
aceticas que tiene la capacidad de fijar nit-ogenc v es endofita dentro de la cana de
azucar, e clande foe aistado por vz primera. A pesar, de este pecoliae estils de vicla,
0. digzotrophicas posee de manera censtitutiva el sistema membranal de la oxidacion
de aleohales. EL complejo de fa POQ-ADH ¢ la POO-ALTDH de o, diazatromtones fueron
coparadas por cromatoorafia en columna, La PQO-ADH fue remowida de la (raccien
menbranal con cetergenie Totan X100 al OU5% Pwfe) y punficada par cromatografiag de
intercambic anionice y exclusion malecular, Zmografia en PAGE MATIVE al 7.5% revela |3
prosenciy de und saela banda con sustrate etanol v acetaldehido. S0%-PAGE al 103 mastrd
la presencia, de des bandas ven frs de 71,4 p 435 kikas la cual fue corrobarada por
cspechbralotometria de masas. La subunidad (I presents una mayor reacsidn positiva
respacto a la subunidad | ermnpleands la tincion de hemo peroxidasa, 18 cual confrma la
presencig de olocromas Ripo e e ambas subunigdades. he derorminaron papebidas
internes de cada upa Jde 135 sybumidades; W Cualds se alnean perfectamente can la
POG ATHA de Q. polyaxogenss on Inayor praporcion v con las POC-A0Fs de las bacte-ias
acidn acekicas, La engzima POQ-ADH fue purifcada an se esviado reducichn, Toe oodada
con Terncaandre de potasio y la adhweidn de sustrato etanal a acetaldehido restagraron los
mismns mveles de reduccion, indicando gue el contenide tetal de los citocromos tipoe ©
prescries @n la onzima POQ-ADH san ieducibles por sustratos. EL grepo prostorico del
POQ lue identificado por espectroscopia de laz wisibla y por tecnicas de Fluorescencia:
tambren s abscrvd por Resonancia Paramagnética del Eleceron {EPR) la presencia de un
grupc orgdnico el coal fue asipnado al prupn prostetico POQ.  Los citocramos Lipe €
freran -denbilicadrs por béonicgs espectroscdpicas v pas EPR, donde sooobservo que La
onzima ostd constitvida en su mayoria por hemos de bajo spin; tambign 2 okservo la
presencia de una senal de own heme de alte spin, ¢ coal probablemonte sea ol
responsable de anir monoxido d2 carbane v fotodisociarse, Dentro de su especificidad

(oor susirabo la enz2ima of sapa? de oxidac alcaholes v aldehidos con buena b encia. La

enzima fue termosens™sle a 40 “C v w2 encentrs un pH optime para etanol v acetaldehido



de 6.0, La especificidad por sustrats de la enzima PQOADH fue diica: ya gque Lanla
alcahales v aldehidos de cadena corta fueron oxidados, Es de llamar L2 atencior gue .a
enzima PQQ-ADH oxidd formaldchido, pera no oxide metanol. Do acuerdo g esta
espacificidad por sustrato. la PQO-ADH de Go. diazetraphicus pusde ser cineticamente
competcnte para catalizar la doble oxidacidn de etanol a acido acética. Par mecha de
quinona reduciasa 52 corroborg ue la enzma POH]-ADH tiepe wn sitio de unian a la
Quinona endogena, lo cual nos cortirma gue nuestra enzima PGQQ-ADH participa de
manerd activa en la cadena respivatoria donando sos slactraaes o prapicar que s
rcaliza la Fijacion Bioldgica de Nitrdaeno. Por diversas técnicas coma cromaktografia de
ganty i masdy, BEoponanciy Magnetica Nuclear (RRM L, ensaygs con clanol radhoachive y
rnsayos acaplados, s8 determind que la enzima es capaz de oxidar el «tandd vy [levarlo
hasta acetala sin salcarla el acetaldehido al medio de raacean; La coal la hase una
enzima bifuncional en base a su capacidad de owidacion de alcohales y aldehidos no
deseritas dontrg e las bacierias  acido acétwas.  EL pll dptinng, la Kmoy ol puntag
ispeléctrico para el sustrato acetaldehide son diferentes & lo reportade para la POOQ-
aldehida deshndromenasa (POO-A1 DH] purificada @ @l mismo organesme; gs mismo s

mapledades maleculares ¢ cincticas de la ALDH son totalmeate difereries o Las

encentradas en la enzima POO-ADH.




ABSTRACT

The oxidatior of ethanol o acelic acid 15 1he mest characienslic process in acelic acid
nactoria, 1he syslem is located n the bactenal penplasmic space, and ¢ is catalyzed oy
e manbrana-bound chzyme comploxes. POG-alcohol genydrogenase (ADH) and POC-
adehyde dehydrogenasa (ALIXH ) Glucordacefohkacler oigrolropficos 05 ralier oninua
ameonry she acelc acid bacleria as il carnes ol nilragen fikation and s a true gendophyte
originally isolaled rom sugar cane, Aside itz peculiar life sivle, Gz dfazolmoghicus.
AoERESSEL A conslrutive mambrane-bound oxidase system for ethano . “o gel nsight on
ihe alcohol cohising system of Fa, Aideciroptuos, 18 A0H comples was punhed from the
Tembrang fraction by solubihzatioh with Thton A-100 3nd  subsequent coumr
chromalography on QAE-Toyopaarl, DEAE-Topopeadd, HA-LNroge ang  Sephadyl-2060.
The gurfied enzyme was homogeneols showng @ band with & molecular mass of 115
kDa an polyacryamide Qel eleci-ophoresis [PAGE]L N sedivm dedecy! sulphate-PAGE
[SL25-PAGE) o exiored twe subumts with malecular masses of 71 .« kDa and 23,5 kDa.
Fosive perovidase redaction, sirongar tor e sma'lar subonit, confirmed e sresarea of
cyvtockreme ¢ in both subunits PO ol ADH was identified by LV visible hghl, EFR ard
lurascenco spectroscapy. The enzyme was putified noits full resuced stale; potassiom
ferricyanide induced s cxndalion Ethanal or acetalienyde restored the ful reduchon slate,
thus indcating that ke tolal conlent of cytochrome < 0 ARH 5 reducisle by subsirates
The er@yre was [@rly inarmosansitive, showed an iscelecing point (pll of 6.1 arc b=
gpl.ma' pH was 610 with either, #lhanol o Acetaldehyde a8s electron danors. and
alternative redas-dyes 33 electron acceptors. The subsirate specificity of puritied ADH was
rathar urigque  Beth acetaldetiyde and e1nancl were oxidised at almost cooal rates. Shart-
chair primary alcohdls and their correspanding Aldehydes waa gltn gond Subsirates.
Forma.denyde, bui nol methanol was oxidised by *he purited ANMH According o s
substrate spec.ficity, 1ne purified ACH of Ga. diazcirophicys could be sinetically competent

lo catalyze, &l leasl in wirn, the double oxidaten of ethasol to acetic acd




|. INTRODUCCION.

1.1. Organismo.

Gluconacetobacter diazotrophicus fue aislada por Cavalcante y Dobereiner en
1988 a partir de raices y tallos de diferentes variedades de cafia de azUcar (Saccharum
officinarum) cultivadas en diversas regiones de Brasil. La bacteria fue descrita como
"una nueva bacteria fijadora de nitrégeno tolerante al acido", y recibié el nombre de
Saccharobacter nitrocaptans (Cavalcante y Ddbereiner, 1998); poco tiempo después, se
le cambio el nombre a Acetobacter nitrocaptans. Posteriormente, con base en
experimentos de hibridacion RNA/DNA y DNA/DNA, recibi6o el nombre oficial de
Acetobacter diazotrophicus (Gillis et al., 1989), nombre con el cual fue reconocida por
un tiempo. Sin embargo, Yamada et al., (1997), propusieron un nuevo esquema en la
taxonomia de la familia Acetobacteraceae, y actualmente el primer fijador de nitrégeno
descrito en esta familia, es referido oficialmente como Gluconacetobacter

diazotrophicus.

La familia Acetobacteraceae pertenece a la subclase a-Proteobacteria (Young,
1992). Son bacterias aerdbicas estrictas, Gram negativas que se caracterizan
fenotipicamente por su capacidad de oxidar etanol a &cido acético en medios de cultivo
con pH neutro o &cido (De Ley et al., 1984; Swings, 1992). Las bacterias acido acéticas
son especialmente conocidas por su rapida e incompleta oxidacién de una gran variedad
de azucares y alcoholes, para producir los acidos organicos correspondientes, que son
depositados en el medio. Estas bacterias catalizan activamente la oxidacion de etanol,
D-glucosa, D-sorbitol y glicerol, en lo que se ha llamado “fermentacidon oxidativa”; son
conocidas como productoras de vinagre, y lo producen a partir de etanol por dos
reacciones en secuencia catalizadas por la alcohol deshidrogenasa (ADH) y la
acetaldehido deshidrogenasa (ALDH).

Tradicionalmente la familia Acetobacteraceae se ha dividido en los géneros
Acetobacter y Gluconobacter (De ley et al., 1984; Swings, 1992). Sin embargo, la
clasificacion de las bacterias acéticas ha sido materia de controversia durante largo
tiempo (Bulygina et al., 1992; Sievers et al., 1994; Swings 1992; Urakami et al., 1989).
Yamada y colaboradores, (1997) propusieron la division de la familia Acetobacteraceae

en los géneros Acetobacter, Gluconobacter, Gluconoacetobacter y Acidomonas, sobre la

Gomez-Manzo, Sall
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base del andlisis de secuencias parciales del gen 16S del RNA ribosomal y del tipo de
ubiquinona predominante. En el género Acetobacter fueron incluidas las especies que
tienen el tipo de ubiquinona Qg como son Acetobacter aceti y Acetobacter pasteurianus,
en tanto que otras especies de Acetobacter con ubiquinona Qio, incluida A.
diazotrophicus, fueron transferidas al género Gluconoacetobacter, junto con la especie
de Gluconoacetobacter liquefaciens. En este género también fueron incluidas Ga.
xylinus, Ga. hansenii, y Ga. europaeus. Recientemente, con base en la regla 61 del
cédigo internacional de nomenclatura bacteriana en 1998, el nombre de
Gluconoacetobacter fue corregido a Gluconacetobacter por Yamada et al., (1998).
Otras especies de bacterias acéticas han sido descritas, entre ellas Acetobacter obodiens
y A. pomorun (Sokollet et al., 1998), las cuales deben ser reasignadas al género
Gluconacetobacter. Hace pocos afos fueron  descritas dos nuevas especies de
Gluconacetobacter, Ga. johannae (en honor de Johanna Débereiner) y Ga. azotocaptans
(Fuentes-Ramirez et al., 2001).

1.2 Aislamiento de Ga. diazotrophicus.

Como fue mencionado, Ga. diazotrophicus fue aislado por vez primera de raices
lavadas y del interior del tallo de la cafia de azucar (Cavalcante y Débereiner, 1988). La
asociacion de Ga. diazotrophicus con la cafia de azucar fue confirmada cuando se logro
el aislamiento de la bacteria, de los tejidos internos de diferentes variedades de la
plantas de cafia de azlcar cultivadas en Australia (Li y MacRae, 1991) y México (Fuentes-
Ramirez et al., 1993). Se determind que la bacteria no se encuentra en la rizésfera de
las plantas analizadas, lo cual avald la idea de su caracter enddéfito; otro hecho que
apoya que la bacteria es endofita, es que no pudo ser aislada en el interior de otras
plantas, que fueron colectadas entre los surcos del cultivo de la cafia (Reis et al., 1994).
Recientemente esta idea vino a ser apoyada con el aislamiento de Ga. diazotrophicus de
los tejidos internos de plantas adultas e hijuelos de pifia (Ananas comosus), el cafeto
(Coffea arabica) (Jiménez-Salgado et al., 1997) y del cereal Eleusine coracana
(Loganathan et al., 1999), las cuales no son tan ricos en sacarosa como la cafa de
azucar. Asi mismo, Ga. diazotrophicus fue aislado del insecto Saccharococcus sacchari
(Ashbolt y Inkerman, 1990), el cual es una plaga comun en todas las regiones donde se

cultiva la cafa de azUcar.

Gomez-Manzo, Sall



1.3. Fijacion Biologica de Nitrégeno (FBN).

El descubrimiento de Ga. diazotrophicus, nos permitié tener un modelo de
estudio sobre la fijacion de nitrogeno (FN) en bacterias aerdbicas, endofitas de plantas
no leguminosas. En los ultimos afios se ha incrementado el interés por entender los
procesos involucrados en el metabolismo aerdbico, el cual debe de coexistir con la
naturaleza anaerdbica de otros procesos bioldgicos, como la fijacién biologica de
nitrogeno, y el probable potencial agrobiotecnoldgico de algunas bacterias (Hill, 1998).
El interés sobre el potencial agrobiotecnolégico de Ga. diazotrophicus fue mayor,
cuando se demostro que dicha bacteria tenia efectivamente la capacidad de excretar el
50% del nitrogeno fijado (Cojno et al., 1993), asi como de producir diversas auxinas,
especialmente acido indol-acético (Bastian et al., 1998; Fuentes-Ramirez et al., 1993) y
citocininas (Jiménez-Salgado et al., 1994), las cuales podrian ejercer efectos directos

sobre la fisiologia de la planta e influir sobre el crecimiento de la cafia de azlcar.

1.4. Mecanismos de proteccion de la nitrogenasa.

La fijacion de nitrogeno en todos los diazotrofos es dependiente de la enzima
nitrogenasa. La sintesis de la enzima activa requiere de la transcripcién y traduccion de
aproximadamente 20 genes, los cuales han sido identificados y caracterizados en
diversas especies de diazétrofos (Rudnick et al., 1997). Ga. diazotrophicus puede llevar
a cabo la fijacion bioldgica de nitrogeno (FBN) en condiciones microaerofilicas a pH
acido, incluso debajo de pH 3.0 y su actividad de nitrogenasa es inhibida solo
parcialmente aun a concentraciones de 20 mM de (NH4).SO, o por la presencia de
aminoacidos (Stephan et al., 1991). Todas las nitrogenasas examinadas hasta el

momento son extremadamente sensibles al oxigeno (Hill, 1998, Ng et al., 1995).

Se ha propuesto que los organismos capaces de fijar nitrégeno aerébicamente
tienen que regular finamente la sintesis y la actividad de la nitrogenasa, en respuesta a
factores del medio ambiente tales como el oxigeno y el nitrégeno (Merrrick, 1992). En
Azotobacter chrococuum, se ha estudiado su gran capacidad para adaptarse a los
cambios de concentracion de oxigeno; los resultados obtenidos han llevado al concepto
de la “Proteccidén Respiratoria” (Dalton y postage, 1969), el cual es un mecanismo de
adaptacion a la presencia de oxigeno en el medio; dicho mecanismo funciona para

proteger del oxigeno de manera eficiente y dindmica a la nitrogenasa, y mantenerla en

Gomez-Manzo, Sall



4

plena actividad y por lo tanto permite que la diazotrofia continie en medios altamente
oxigenados. La alta tasa respiratoria es la responsable de abatir la tension de oxigeno y
mantener un ambiente intracelular microaerofilico. Ademas la actividad respiratoria
acoplada provee el ATP suficiente (entre 16 y 18 ATPs/mol de N, fijado) para sostener el
alto costo energético que implica la fijacién de nitrogeno (Kavanagh et al.,1998;
Robson, 1979; Covalcante y Dorebeiner, 1998).

En las bacterias diazotrofas de vida libre, como Azotobacter vinelandii, se han
descrito mecanismos adicionales para la proteccion de la nitrogenasa; entre ellos se
destaca el llamado mecanismo de Proteccion Conformacional (Moshiri et al., 1994), en
el que, proteinas especificas del tipo fierro-azufre, se asocian transitoriamente a la
nitrogenasa y producen complejos que mantienen a la enzima protegida del oxigeno; al
formarse este complejo, la enzima es inactivada de manera reversible, hasta que la
concentracion de oxigeno vuelve a bajar, entonces las proteinas fierro-azufre se disocian
de la nitrogenasa y vuelve a ser activa. Este mecanismo de proteccion seria suficiente
para resistir incrementos subitos de oxigeno.

Ha sido reportado por nuestro laboratorio (Flores-Encarnacion et al., 1999), que
Ga. diazotrophicus posee un sistema respiratorio con propiedades Unicas, que estarian
asociadas a su modo de vida, especificamente, a su capacidad diazotrofa
aerotolerante. Se ha observado que el aumentar la aereacion tiene un efecto positivo
sobre el crecimiento y la actividad diaz6trofa. Las células crecidas en estas condiciones,
poseen un sistema de transporte de electrones membranal muy activo; la
caracterizacién de este sistema ha mostrado que esta compuesto de deshidrogenasas
para NADH (integral de membrana) para glucosa, etanol y acetaldehido (enzimas
periplasmicas dependientes de PQQ), como principales donadores de electrones hacia la
cadena respiratoria, via la UQio. Se determind que la alta taza respiratoria promovida
por estas deshidrogenasas, permite mantener el oxigeno disuelto en el medio en niveles
no detectables por electrodos de O, convencionales, a pesar de la intensa aereacion que
se le esta suministrando de forma constante al cultivo. Se ha sugerido que la PQQ-
glucosa deshidrogenasa membranal (PQQ-GDHm), es un componente del sistema
respiratorio clave en la diazotrofia aerobica de Ga. diazotrophicus, en medios de
cultivos con glucosa o sacarosa como Unica fuente de carbono. Aunque Ga.
diazotrophicus utiliza preferentemente a la glucosa o sacarosa, también puede emplear
gluconato (Cavalcante et al., 1988) y etanol como Unica fuente de carbono (Dominguez-
Pérez, 2003).
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En cuanto a otros componentes del sistema respiratorio de Ga. diazotrophicus,
nuestro estudios realizados en condiciones de no fijacion (crecimiento con amonio en
exceso), han sugerido una regulacion muy peculiar de la expresién de las oxidasas en
esta bacteria. La expresion de oxidasas en bacterias es regulada principalmente por la
concentracion del oxigeno presente en el medio. Sin embargo, en Ga. diazotrophicus, en
condiciones de no fijacion y alta aeracion, la regulacién de la expresion de las oxidasas
parece darse por la presencia de altas concentraciones de amonio: la quinol oxidasa ba,
gue encontramos como la principal oxidasa en bajo amonio y alta aereacién, es
reemplazada por la quinol oxidasa bd. Esto es notable, pues en Azotobacter vinelandii
la diazotrofia aerdbica depende de la sobreexpresion de una quinol oxidasa bd (Drozd y
Postage, 1970).

Ademas, Ureta y Nordlund (2002), encontré fuertes evidencias que sugieren que
Ga. diazotrophicus realiza la proteccion confomacional de la nitrogenasa, de forma
similar a lo que ocurre en A. vinelandii. No obstante, la sefial especifica para la
disociacion del complejo entre la nitrogenasa y la proteina FESII no ha sido identificada
(Moshiri et al., 1994; Robson, 1979). Este mecanismo de proteccion en Ga.
diazotrophicus le permite a la bacteria ajustarse a las nuevas concentraciones de O; sin

que la nitrogenasa sea inactivada irreversiblemente.
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Il. ANTECEDENTES.

Hay dos tipos de sistemas enzimaticos capaces de realizar reacciones de
deshidrogenacion y que pueden ser funcionales en la misma bacteria (Matsushita et al.,
1994). Estos sistemas de enzimas difieren en la localizacién y funcion dentro de la
célula. ElI primer sistema, la via oxidativa directa, involucra la oxidacion no
fosforilativa de azucares, polioles, alcoholes alifaticos y ciclicos, en mayor proporcién.
En el segundo sistema, las reacciones son catalizadas por las PQQ deshidrogenasas
localizadas en la membrana, acopladas directamente a la cadena respiratoria; sus sitios
activos estan orientados al periplasma. Asi, los sustratos son oxidados en el periplasma 'y

los productos de oxidacion son facilmente excretados al medio.

Anthony y Zantman, (1967) describieron por primera vez el grupo prostético
pirrolilo quinolina quinona (PQQ) al caracterizar la enzima metanol deshidrogenasa. La
enzima resulté ser no dependiente de NAD(P) y poseia un espectro de absorcion muy
diferente al de las flavoproteinas. Después de desnaturalizar la proteina, se encontro
un compuesto de baja masa molecular, que presentd un espectro de emision de
fluorescencia similar al de las pteridinas. Posteriormente, se observé que la estructura
del PQQ es una orto-quinona (o-quinona); los carbonilos en las posiciones C4 y C5 del
anillo de la quinona, se reducen a semiquinona y a quinol durante la catalisis (PQQH" y
PQQH) (Fig. 1). El carbonilo en C5, en estado oxidado es muy reactivo a nucleo6filos
como alcoholes, aldehidos, amonio, cianuro y aminoacidos. El uso del nombre
sistematico (2,7,9-tricarboxi-1H-pirrol(2,3-f)quinolina-4,5-diona) es impréactico y se
introdujo el nombre semi-sistematico nombrandola como pirrolo-quinolina-quinona vy

abreviado como PQQ.

PQQ PQQH* PQQH,
C5-reducido

H 0 HO OH
H
Lor H H
OH \o / - R /7_66‘mez-Manzo, Sadl
/ / 0 0
H <—— Asp308 Asp 308 Asp 308
Glu 185



Figura 1. Estructura de PQQ, PQQH" y PQQH..

Se han identificado méas de 20 enzimas diferentes que presentan PQQ como grupo
prostético (Duine y Jongejan, 1989). Estas pueden contener solo PQQ (quinoproteinas) o
también hemos, como segundo grupo prostético (quinohemoproteinas); pueden ser
monomeéricas o0 multiméricas, libremente solubles en el periplasma o unidas a la
membrana. La mayoria de éstas deshidrogenasas se ubican en el lado peripldsmico de
las bacterias Gram negativas y estan involucradas en los primeros pasos de la oxidacion
de alcoholes, aminas y azucares. Dependiendo de la naturaleza de la deshidrogenasa,
la transferencia de electrones ocurre del PQQ hacia un citocromo c, citocromo b,
proteina azul de cobre o a las quinonas bacterianas. Ciertas quinoproteinas estan
involucradas en la oxidacion incompleta (e. g. produccion de vinagre y &cido glucénico),
mientras otras funcionan en una cadena respiratoria alterna proveyendo al organismo un
sistema auxiliar de energia (Duine y Jongejan, 1989). Uno de los trabajos mas
importantes sobre la estructura del PQQ fue obtenido por Resonancia Magnética Nuclear
(NMR); cuando Hyphomicrobium X y Methylobacterium extorquens AM1 se crecieron con
sustratos marcados, donde se observd que el PQQ producido se deriva de residuos de
glutamato y tirosina; ambos aminoacidos son incorporados de manera intacta en la
formacién del PQQ (Houck et al., 1988; Houck et al., 1991). La cadena tirosil es la que
aporta los seis atomos de carbono del anillo de la orto-quinona del PQQ vy la
consecuente formacion de los carboxi-pirroles esta dada por la ciclizacion interna del

aminoacido de tirosina; los cinco carbonos restantes son aportados por el glutamato
(Fig. 2).

COCH
I COOH
CH, |
/ H,N— CH
CH, |
! CH,
Ve CH AN
HoOoC NH,
HO
Glutamato PQQ Tirosina

Figura 2. Origen de los &tomos de carbono del PQQ.

Gbémez-Manzo, Sall



Se han encontrado seis genes asociados a la biosintesis del grupo prostético PQQ
en diversas bacterias, incluyendo Acinetobacter -calcoaceticus, Methylobacterium
extorquenses AM1 y Klebsiella pneumoniae, los cuales han sido designados como
PqgABCDEF (Meulenberg et al., 1992). Para cada gen se ha propuesto una funcion; por
ejemplo, pggA sirve como precursores de la biosintesis del PQQ; pqgB se le ha asociado
una funcién de transporte; pgqC funciona como una oxigenasa; pqqD, con funcion
desconocida; pqqgE, sintetiza el metal que contiene el cofactor y pqqgF con funcion de
peptidasa (Meulenberg et al., 1992). Una caracteristica importante del PQQ, es la
habilidad de formar complejos con Ca®* o Mg* en solucién. Esta propiedad fue
originalmente reportada  por Mutzel y Gorish (1991) y explicada por Itoh vy
colaboradores., (1997) en su modelo quimico sistematico, en el cual el complejo Ca*-
PQQ, es capaz de catalizar la oxidacién de alcoholes en solventes organicos. Todas las
deshidrogenasas que contienen PQQ requieren calcio para su actividad, excepto la
glucosa deshidrogenasa membranal (mGDH), la cual requiere Mg?* (Duine, 1991). Muchas
de las bacterias pueden sintetizar su propio PQQ y excretarlo al medio bajo ciertas

condiciones (Ameyana et al., 1988; Van Kleef y Duine, 1998).

Las quinoproteinas pueden ser ensayadas usando sus aceptores fisiologicos de
electrones; por ejemplo citocromos, proteina azul de cobre y analogos solubles de
ubiquinona. Es méas usual ensayar estas quinoproteinas usando aceptores artificiales de
electrones como metasulfato de fenazina (PMS) o azul de Wurster”s (TMPD). Se asume
gue estos interactian directamente con el PQQ 6 en la superficie de la enzima. En las
quino hemoproteinas estos compuestos aceptan electrones de los grupos hemos como
fue descrito por Anthony (1986, 1996, 1998).

Las alcohol deshidrogenasas (ADHs) dependientes de PQQ se encuentran
Unicamente en la fraccion peripladsmica de una amplia gama de especies de bacterias
como; a, Py y-proteobacterias. Algunas de estas enzimas son solubles en el periplasma
y otras se unen a la superficie de la membrana citoplasmatica. Las ADHs quinoproteinas
y quinohemoproteinas deshidrogenasas forman, por asi llamarlo, “El sistema oxidativo
de alcoholes en el periplasma”. Todas ellas funcionan como deshidrogenasas primarias,
las cuales transfieren los equivalentes reducidos directamente a la cadena respiratoria

bacteriana aerdbica en el periplasma.
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Las ADHs dependientes de PQQ forman el grupo més grande en la familia de las
quinoproteinas, con 18 diferentes enzimas (Tabla 1) (Anthony, 1993) y se clasifican en
tres tipos. Las ADHs tipo | se han encontrado en un limitado numero de proteobacterias
y son muy similares a la quinoproteina metanol deshidrogenasa (MDH) que contienen solo
PQQ. Las ADHs tipo II; son enzimas solubles en el periplasma y se distribuyen
ampliamente entre diversas proteobacterias. Las ADHs tipo Il estan unidas a membrana
y trabajan en la superficie periplasmica y son caracteristicas de las bacterias del &cido

aceético (Toyama et al., 2004)

Para el caso de Ga. diazotrophicus, nuestro laboratorio demostré recientemente
la presencia de las PQQ-deshidrogenasas periplasmicas para glucosa, etanol y
acetaldehido deshidrogenasa; su sitio activo estd orientando hacia el espacio
periplasmico y asi su pH O6ptimo para la reaccion que catalizan es acido (pH <5), lo
cual estd de acuerdo con el pH &cido del medio de cultivo durante el crecimiento
(Flores-Encarnacion et al., 1999). Estas enzimas, especialmente la PQQ-ADH y PQQ-ALDH
son significativamente sobre-expresadas cuando se le adiciona etanol (0.5 %) al medio
de cultivo (Gomez-Manzo et al., 2007). De la misma manera, nuestro laboratorio en
fechas recientes ha demostrado que Ga. diazotrophicus puede crecer en etanol como
Unica fuente de carbono, aunque no sabemos si en ésta condicion la bacteria es capaz

de fijar nitrogeno (Dominguez-Pérez, 2003).

Tabla 1. Quinoproteinas y quinohemoproteinas alcohol deshidrogenasas.

Enzima Localizacién Organismo

Quinoproteinas

Metanol deshidrogenasa (MDH) S Methylotrophs®

ADH tipo | (PQQ)

Etanol deshidrogenasa (qEDH) S Pseudomonas aeruginosa’

Alcohol deshidrogenasa S Psedumonas putida®

1-butanol deshidrogenasa (BDH) S Pseudomonas butanovora®

Polipropilén glicol deshidrogenasa (PPGDH) S Stenotrophomonas maltophilia®

Otras quinoproteinas

Sorbosa/Sorbosona deshidrogenasa S Especies de Gluconobacter®
Pseudogluconobacter
saccharoketogenes’

Glicerol deshidrogenasa (GLDH) M Especies de Gluconobacter®
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Quinohemoproteinas

ADH Tipo Il (PQQ/Hemo C)

Polietilen glicol deshidrogenasa (PEGDH) S Rhodopseudomonas acidophila’

Etanol deshidrogenasa (qhEDH) S Comamonas testosteroni™

Alcohol deshidrogenasa (ADH IIB) S Pseudomonas putida®

Alcohol deshidrogenasa (ADH IIG) S Pseudomonas putida®

Polivinil alcohol deshidrogenasa (PVADH) S Pseudomonas sp™

Tetrahidrofurfuril alcohol deshidrogenasa S Ralstonia eutropha®

(THFADH)

1-butanol deshidrogenasa (BDH) S Pseudomonas butanovora®

ADH Tipo lll (PQQ/3Hemo C)

Alcohol deshidrogenasa (ADH) M Acetobacter aceti®®

Alcohol deshidrogenasa (ADH) M Acetobacter pasteurianus™

Alcohol deshidrogenasa (ADH) M Gluconacetobacter polyoxogenes™

Alcohol deshidrogenasa (ADH) M Acidomonas methanolicus ™

Alcohol deshidrogenasa (ADH) M Gluconobacter suboxydans®’

Otras quinohemoproteinas

Lupamina hidroxilasa (PQQ/Hemo C) S Pseudomonas sp™®

Amina deshidrogenasa (PQQ/Hemo C) S Pseudomonas putida®; Paracoccus
denitrificans®

S: soluble; M: membranal.

1) Anthony, (1993). 2) Gorisch y Rupp, (1989). 3). Toyama et al., (1995). 4) Vagnani y
Arp, (2001). 5) Tachinaba et al., (2003). 6) Asakura y Hoshino, (1999). 7). Shibata et al.,
(2001). 8) Sugisawa y Hoshino, (2002). 9) Yamanaka y Tsuyuki, (1983). 10) De Jong et
al., (1995). 11) Shimao et al., (1986). 12) Zanrt et al., (2001). 13) Adachi et al., (1978).
14) Kondo et al., (1995). 15) Tayama et al., (1989). 16) Matsushita et al., (1992). 17)
Matsushita et al., (1996). 18) Hooper y Rogozinski, (1998). 19) Adachi et al., (1998).
Takagi et al., (1999).

2.1. PQQ-alcohol deshidrogenasas tipo I:
2.1.1. Quinoproteina-metanol-deshidrogenasa (QMDH).

La alcohol deshidrogenasa mejor caracterizada es la metanol deshidrogenasa de
bacterias metilotropicas. Se ha descrito una enzima metanol deshidrogenasa en
Methylobacterium extorquenses y es una enzima periplasmica soluble que tiene una
estructura tetramérica o,f3,; cada subunidad o (66 kDa) contiene una molécula de PQQ
y un i6n Ca®, los cuales estan coordinados. La subunidad p es muy pequefia (8.5 kDa) y

su funciéon se desconoce. La estructura de esta enzima tiene caracteristicas

Gbémez-Manzo, Sall




6

importantes, incluyendo ocho triptofanos en forma de muelle que mantienen la
estructura de la subunidad . Los genes que codifican para la subunidad o y B (mxaF y
mxal) se encuentran localizados en un operon de 12 genes que codifican a las proteinas
responsables de la oxidacion del metanol (mxaFJGIR(S)ACKLDB) (Amaratunga et al.,
1997a). MxaG es un citocromo c_, que es el aceptor de electrones para la
deshidrogenasa.

La metanol deshidrogenasa oxida metanol a formaldehido cuando el metanol es la
unica fuente de carbono (Anthony, 1986). También tiene capacidad de oxidar una
amplia variedad de alcoholes primarios, presentando una alta afinidad para estos
sustratos (Km para metanol es de 5-20 uM). En contraste los alcoholes secundarios son
raramente oxidados. Esta enzima requiere amonio como activador, y su actividad puede
medirse espectroscdpicamente con metasulfato de fenazina o azul de Wurster, pero no

con ferricianuro.

2.1.2. Quinoproteinas alcohol deshidrogenasas

Como se presenta en la tabla 1, cuatro diferentes quinoproteinas alcohol
deshidrogenasas tipo | han sido identificadas en dos especies, tres de ellas en
Pseudomonas y una en Stenotrophomonas. Una etanol deshidrogenasa (qEDH) similar a la
metanol deshidrogenasa descrita arriba (QMDH) ha sido encontrada en Pseudomonas
aureginosa y Pseudomonas putida (Gorisch y Rupp, 1989; Toyama et al., 1995). Al igual
que la metanol deshidrogenasa, estas enzimas tienen un pH Optimo relativamente alto
(pH 7.7), requieren amonio como activador, y el ferricianuro no funciona como aceptor
artificial de electrones; son capaces de oxidar una gran variedad de alcoholes,
incluyendo alcoholes secundarios. Sus espectros de absorcion son muy similares al de la
metanol deshidrogenasa, pero presentan una baja afinidad por el metanol; la Km para
etanol es de 15 uM y para el metanol es casi 1000 veces mas alta. La enzima alcohol
deshidrogenasa tipo | de P. aeruginosa se caracterizo inicialmente como un dimero, con
dos moléculas de PQQ (101 kDa cada una) ( Gorisch y Rupp, 1989); sin embargo, se ha
visto que ésta enzima presenta la misma estructura que la metanol deshidrogenasa
(tetramero of2). La enzima es inhibida por EDTA, el cual induce la salida de PQQ,
dando lugar a la formacion de una apoenzima. Todas las enzimas antes mencionadas son
solubles y trabajan en el espacio peripldsmico. De todas ellas, la polipropilén glicol
deshidrogenasa (PPGDH) (Tachinaba et al., 2003) es excepcional en términos de su

especificidad por sustratos debido a que no oxida alcoholes. Otras dos enzimas solubles

Gbémez-Manzo, Sall



7

como sorbosa/sorbosona deshidrogenasa (Asakura y Hoshino, 1999) y la glicerol
deshidrogenasa membranal (GLDH) (Sugisawa y Hoshino, 2002) también son clasificadas

como deshidrogenasas tipo |.

2.2. PQQ-alcohol deshidrogenasas tipo ll:

Este grupo esta formado por enzimas solubles como la quinohemoproteina etanol
deshidrogenasa (ghEDH). Se han identificado y caracterizado un total de siete
diferentes quinohemoproteinas en diversas proteobacterias como Rhodopseudomonas
acidophila, Pseudomonas putida, Ralstonia eutropha y Comamonas testosteroni (Tabla
1). Dos tipos de ADH (ADH 1IB y ADH I1IG) son producidas en la misma cepa de
Pseudomonas putida HK5, junto con otra alcohol deshidrogenasa tipo |, y la expresién de
cada una de las enzimas depende de la naturaleza del sustrato adicionado al medio de

cultivo como fuente de carbono y energia (Toyama et al., 1995).

En la tabla 1, también se encuentran incluidas dos quinohemoproteinas
adicionales, la lupamina hidroxilasa y la amina deshidrogenasa, encontradas en las
especies de Pseudomonas y Paracoccus; ninguna de las dos tiene la capacidad de oxidar
alcoholes. Lupamina hidroxilasa contiene una molécula de PQQ y un hemo C; y su

secuencia de aminoacidos presenta un alto grado de similitud con las ADHs tipo II.

Una quinohemoproteina etanol deshidrogenasa periplasmica (ghEDH) ha sido
descrita en Comamonas testosteroni. La enzima es un monomero (71 kDa), que
contiene dos grupos prostéticos; una molécula de PQQ y un solo hemo C (De Jong et al.,
1995) (Fig. 3a). En ensayos de diaforasa donde se sigue la reduccion del diclorofenol
indolfenol (DCPIP) el pH optimo es de 7.7 y no requiere de amonio como activador. Se ha
postulado que la transferencia de electrones es del PQQ al hemo C de la misma
subunidad. Dicha actividad puede seguirse espectroscépicamente por la reduccion de
ferricianuro. La enzima oxida un amplio rango de alcoholes primarios, secundarios y
aldehidos, pero no oxida metanol. La reconstitucion de la holoenzima activa requiere
una molécula de PQQ e iones calcio, indicando que la estructura y funcion del sitio
activo debe de ser muy similar al de metanol deshidrogenasa. Por estudios de
espectroscopia de resonancia paramagnética del electron (EPR) se ha demostrado la

presencia de una semiquinona formada por el PQQ en el sitio activo. El hemo tipo C
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también ha sido detectado por EPR y por espectroscopia visible, estos estudios indican
que el fierro hémico es similar a los otros citocromos de tipo ¢ de bajo potencial, los

cuales estan coordinados por histidina y metionina (Toyama et al., 1995).

2.3. PQQ-alcohol deshidrogenasas tipo lll.

Las quinoproteinas alcohol deshidrogenasas tipo Il se encuentran asociadas a la
membrana. Cinco ADHs tipo Il han sido descritas y caracterizadas en bacterias acido
acéticas en especies de Acetobacter, Gluconoacetobacter, Acidomonas y Gluconobacter
(Tabla 1) (Adachi et al., 1978; Kondo et al., 1995; Tayama et al., 1989; Matsushita et
al., 1992). Junto con la PQQ-aldehido deshidrogenasa (PQQ-ALDH) que también se
encuentra unida a la membrana, la ADH tipo Il es responsable de la oxidacién de
alcoholes. No requieren amonio como activador y tiene un pH 6ptimo entre 4.0y 6.0. La
especificidad por sustratos es relativamente restringida comparada con otras
quinoproteinas alcohol deshidrogenasas, ya que oxidan preferentemente alcoholes
primarios (cadenas de C2 a C6), pero no oxidan metanol ni alcoholes secundarios y

presentan actividad con formaldehido y acetaldehido.

El aceptor natural de electrones de las ADHs tipo Il es la ubiquinona enddgena de
la membrana. Estas quinoproteinas estan generalmente formadas por tres subunidades.
La subunidad | (72 - 80 kDa) es una quinohemoproteina similar a la quinohemoproteina
soluble tipo IlI; en donde se encuentra una sola molécula de PQQ y un solo hemo tipo C
(Fig. 3b). Los genes estructurales de diversas bacterias del acido acético han sido
secuenciados. Se observd que los genes que codifican para las subunidades | y Il estan
adyacentes en el genoma, con la misma direccion y en el mismo marco de lectura
formando un operdén (Kondo y Horinouchi, 1997). Las dos subunidades tiene en el amino
terminal un péptido sefial tipico de proteinas de membrana, el cual es probablemente
procesado para dar lugar a las subunidades maduras. La secuencia de aminoéacidos de la
subunidad | indica que es una proteina soluble, la primera parte tiene similitud con la
secuencia de la metanol deshidrogenasa soluble; pero en el extremo carboxilo terminal
tiene un sitio de union para el hemo C (Inoue et al., 1989). La secuencia de
aminoacidos de la subunidad Il (48 - 43 kDa) (Inoue et al., 1992) indica que ésta

subunidad une a tres hemos C, los cuales estan presentes en la proteina pura (Matsushita
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et al., 1996) (Fig. 3b). En total, la enzima tiene cuatro hemos C (unidos a las
subunidades | y 11). La mayoria de las ADHs de las bacterias del acido acético tienen una
tercera subunidad (subunidad 1ll, 14 - 17 kDa), la cual estd ausente en
Gluconacetobacter polyoxogenes (Tayama et al., 1989). Los genes que codifican esta
pequefia subunidad no estan localizados con los genes que codifican las otras dos
subunidades. La secuencia de aminoacidos deducida para la subunidad III indica que el
tamafio del péptido sefial es grande (alrededor de 20 kDa); y que la subunidad madura

tiene una masa molecular aparente de 14 kDa en SDS-PAGE.

Asi como para otras quinoproteinas alcohol deshidrogenasas, la actividad de estas
enzimas puede seguirse con metasulfato de fenazina, el cual presumiblemente reacciona
a nivel de PQQ. También puede usarse ferricianuro de potasio, el cual recibe los
electrones de uno o méas de los hemos tipo C de la subunidad | y Il. La velocidad de
reaccion con ferricianuro es aproximadamente 10 veces mas alta que lo observado con
guinohemoproteinas solubles. Con base en esto se ha sugerido que los citocromos de la
subunidad 1l son necesarios para que la enzima presente la alta velocidad que le
caracteriza como donador de electrones para cadena respiratoria. Las quinoproteinas de
las bacterias del acido acético difieren de todas las otras alcohol deshidrogenasas en que
pueden usar ubiquinonas de cadena corta (Qi1 y Q) como aceptores de electrones,
ademas de las ubiquinonas endogenas (Qg Yy Qo) cuando éstas son reconstituidas en

vesiculas membranales (Matsushita et al., 1992b)

Las quinohemoproteinas alcohol deshidrogenasas tipo Il requieren detergente
para su extraccion de la membrana. Se ha observado que son proteinas extrinsecas de
membrana; debido a que ninguna de sus subunidades parece tener cruces

transmembranales claramente definidos.
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Figura 3. Modelo hipotético de la transferencia intramolecular de electrones en las ADHs
tipo Il y tipo Ill. (A) Ruta propuesta para la transferencia intramolecular de electrones
en las ADHs tipo Il. Azurina es al aceptor fisologico de electrones de la PQQ-ADH de
Comamonas testosteroni. (B) En las ADHSs tipo Ill los CI, Cll;, Cll,, y Cll; corresponden a
los 4 sitios de hemo C en cada una de las subunidades | y II. Qi es representado como el
sitio de union de quinona in vivo  En ambos casos inicialmente el PQQ esté presente en
la forma de semiquinona (PQQ*) y los hemo C estan en su forma reducida.

Recientemente se ha realizado la separacién de la subunidad Il (con tres
citocromos c) y de un sub-complejo que contiene las subunidades | y 1l en
Gluconobacter suboxydans (Matsushita et al., 1996). El sub-complejo | + Il presenta
actividad en ensayos con DCPIP y PMS; y poca actividad con ferricianuro (s6lo a pH
bajos), presumiblemente por la via del hemo C de la subunidad I. Sin embargo, el sub-
complejo no presentd actividad con la quinona analoga Q;; dicha actividad de quinona
reductasa fue restaurada con la adicion de la subunidad Il, concluyéndose que la
transferencia de electrones hacia la quinona se lleva a cabo a través de los hemos C de
las subunidades | y Il. Como se esperaba, la subunidad Il no presenta actividad
catalitica por si sola. Analisis cinéticos de la reduccion del ferricianuro a varios pHs
indica que so6lo dos de los tres hemos en la subunidad Il pueden estar involucrados en la

transferencia de electrones del PQQ reducido a la ubiquinona.

Andlisis de localizacién de las subunidades en G. suboxydans y A. pasteurianus
sugieren que los citocromos de la subunidad Il estdn embebidos en la membrana, que las
subunidades | y Il estan fuertemente unidas a la subunidad Il, y que esta unién ayuda a
la subunidad | de la deshidrogenasa a acoplarse adecuadamente con los citocromos ¢ de
la subunidad Il y guardar una conformacion correcta (Inoue et al., 1989). En algunas
condiciones de crecimiento (alta aeracién y bajo pH), la conformacion de las
subunidades parece estar alterada, dando lugar a una proteina inactiva; sin embargo la
restauracion de las condiciones adecuadas de crecimiento (baja aeracion y pH neutro)

permiten que se produzca de nuevo la forma activa (Matsushita et al., 1995a).

La presente propuesta concierne a la bacteria Ga. diazotrophicus, su
metabolismo aerobio ha sido reconocido y sin embargo no habia descripcién previa de su
sistema respiratorio hasta la reciente contribucién de nuestro grupo (Flores-Encarnacion
et al., 1999). Tampoco se ha abordado el estudio de las PQQ deshidrogenasas

periplasmicas que pertenecen al sistema oxidativo de alcoholes y que probablemente
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participen de manera muy activa donando electrones a la cadena respiratoria para

mantener el alto costo energético que implica la fijacion bioldgica de nitrégeno.

Como ha sido expuesto, las PQQ-deshidrogenasas periplasmicas son un grupo muy
importante y poco estudiado; particularmente la PQQ-alcohol deshidrogenasa de Ga.
diazotrophicus, por lo cual es necesario tener un conocimiento mas completo sobre las
caracteristicas moleculares de esta enzima, sus propiedades cinéticas y particularmente
sobre aceptores fisiologicos de electrones y también, sobre su relacién con el sistema

de transporte de electrones y la produccion de ATP.
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Ill. PREMISA.

Las PQQ - deshidrogenasas periplasmicas son un grupo diverso de enzimas que
oxidan azucares, alcoholes y aldehidos, y que estan acopladas directamente al
sistema respiratorio.  Entre ellas, las PQQ-alcohol deshidrogenasas tipo IlI, solo
presentes en bacterias del &cido acético, son un grupo de enzimas asociadas a la
membrana, de estructura variable y compleja. Debido a su contenido de grupos
prostéticos-redox (un PQQ y cuatro citocromos c¢) constituyen sistemas atractivos
para el estudio del transporte de electrones intramolecular. Consideramos
importante contribuir al conocimiento sobre la enzimologia y propiedades
moleculares de estas enzimas, especificamente de la PQQ-ADH tipo Il de

Gluconacetobacter diazotrophicus.

IV. OBJETIVO GENERAL.

Profundizar nuestro conocimiento acerca de las propiedades de la PQQ alcohol
deshidrogenasa (PQQ-ADH): sus propiedades moleculares y cataliticas dentro del

contexto de la respiracion aerodbica y la fijacion de nitrégeno.
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4.1. METAS.

» Optimizar las condiciones de cultivo para obtener la méas alta expresion de la
PQQ-ADH de Ga. diazotrophicus.

» Establecer un protocolo para la solubilizacion y purificacion de la PQQ-alcohol

deshidrogenasa de la membrana de Ga. diazotrophicus.

» Determinar las propiedades moleculares y fisico-quimicas de la PQQ-alcohol
deshidrogenasa purificada: su estructura oligomérica y grupos prostéticos
asociados, como el PQQ y citocromos tipo c. Punto isoeléctrico y termo-
estabilidad.

» Determinar las propiedades redox de los citocromos tipo c: Potenciales de

oxidoreduccién (E°) y tipo de spin.

» Determinar las propiedades cinéticas de la PQQ-alcohol deshidrogenasa
purificada: Rango de especificidad por sustrato alcoholes, aldehidos y azlcares,
pH oOptimo, pardmetros de catalisis, inhibicion por antibioticos e inactivacion

térmica.

» Determinar el mecanismo de transferencia intramolecular de electrones de la
enzima PQQ-alcohol deshidrogenasa purificada mediante técnicas
espectroscopicas y la aplicacion de inhibidores tipicos para complejo bc;

mitocondrial.

» Definir un mecanismo de reaccién en la catalisis de la PQQ-ADH de Ga.

diazotrophicus para la oxidacion de alcoholes y aldehidos.
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V. MATERIALES Y METODOS.

5.1. Cepa, condiciones de cultivo, preparacion y obtenciéon de membranas:
Gluconacetobacter diazotrophicus ATCC49037, que es una bacteria Gram
negativa, aislado de raices, tallos y hojas de la cafia de azlcar, fue proporcionada por
G. Martinez-Drets (Alvarez y Martinez-Drets, 1995) y crecida bajo condiciones descritas
por Reis et al., (1994) en el medio LGIP complementado con 2 mM de (NH4)2SO4. Los
cultivos activos (1.0 litro) fueron obtenidos después de 24 horas de crecimiento en
matraces Ferenbach de 2.8 litros, agitados a 250 rpm, los cuales fueron utilizados para
inocular 60 litros de medio LGIP también complementado con (NH4),SO; y 5% de
sacarosa en un fermentador de tipo Mobile Pilot Plant (Fermentor BIOFLO 5000, New
Brunswick Scientific). El cultivo fue crecido con agitacién constante de 320 rpm,
temperatura de 30°C y aireacion de 32 litros de aire por minuto. A las 36 horas de
crecimiento (fase exponencial tardia), se adiciond alcohol etilico 0.5% (v/v) para inducir
la sobreexpresion de las enzimas del sistema oxidativo de alcoholes (PQQ-ADH y PQQ-
ALDH) (Takemura et al., 1993). Las células fueron obtenidas al final de la fase
exponencial (48 horas) por medio de una centrifuga de flujo continuo marca Sharplex y
lavadas dos veces con solucién amortiguadora de fosfatos 0.05 M pH 6.0, 0.05 M de CaCl,

y 0.05 M de MgCl, (solucion amortiguadora PCM).

Para la obtencion de las membranas, las células fueron resuspendidas en solucion
amortiguadora de PCM a una temperatura de 4°C para ser rotas con perlas de vidrio
(didmetro de 150 a 212 micrones) en un Beadbeater como fue descrito por Escamilla et
al., (1987). Se adiciond fenil-metil-sulfonil fluoruro (PMS-F) (15 pug. ml™) como inhibidor
de proteasas. Las células no rotas fueron separadas por centrifugacion a 10,000 X g por
10 min.  Las membranas fueron obtenidas por centrifugacion a 44,000 X g por 60 min
y, posteriormente, lavadas dos veces con la solucién amortiguadora de PCM. Las
membranas obtenidas fueron utilizadas como fuente de la enzima PQQ-ADH para el

proceso de purificacion.

5.2. Purificacion de la PQQ-ADH de Ga. diazotrophicus

La PQQ-ADH de la fraccion membranal se purific6 por un proceso parecido al
descrito por Adachi et al., (1978) y Matsushita et al., (1992). La fraccion membranal se
resuspendié en solucion amortiguadora de fosfatos 0.01 M, pH 6.0 a una concentracion

final de proteina de 10 mg. ml'. Se ensayaron diferentes concentraciones de
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detergente de Tritén X-100 (0.1 - 1.1%), con la finalidad de encontrar la concentracién
adecuada para obtener la mayor actividad de la proteina de interés (PQQ-ADH) en la
fraccion solubilizada. Rutinariamente el detergente Triton X-100 se adicion6 a una
concentracion final de 0.5% (v/v); la suspension membranal se incub6 a 4°C por 120

minutos con agitacién constante. La PQQ-ADH fue recuperada por ultra centrifugacion.

5.2.1. Cromatografia.
Todos los pasos de purificacion se realizaron con amortiguador de fosfatos 10 mM
pH 6.0, conteniendo Tritdén X-100 al 0.1%.

5.2.1.1. Columna QAE - Toyopearl.

El dializado se aplico a la columna QAE-Toyopearl (aproximadamente 4 mg.
proteina ml™?), previamente equilibrada con solucién amortiguadora de fosfatos 10 mM,
pH 6.0 que contiene Triton X-100 al 0.1%. La PQQ-ADH fue eluida de la columna con un
gradiente lineal de 0 a 0.25 M de NaCl contenido en la solucion amortiguadora de
fosfatos pH 6.0 que contiene Triton X-100 al 0.1 %. Las fracciones activas fueron
colectadas y dializadas toda la noche con la solucién amortiguadora de fosfatos pH 6.0. y

aplicada a la columna de DEAE-Toyopearl.

5.2.1.2. Columna DEAE - Toyopearl.

La columna se equilibré con el mismo amortiguador de fosfatos 10 mM, pH 6.0, la
fraccion activa obtenida en la columna de QAE-Toyopearl se aplico a la columna DEAE-
Toyopearl; posteriormente la columna se lavoé con dos volumenes de cama con la misma
solucion amortiguadora. La enzima se eluyo con un gradiente lineal de 0 a 250 mM

NaCl, en un amortiguador de fosfatos pH 6.0 con Triton X-100 al 0.1%.

5.2.1.3. Columna Hidroxiapatita-Ultrogel.

La fraccion activa obtenida en la columna de DEAE-Toyopearl se aplico a la
columna de hidroxiapatita-Ultrogel (Ha-Ultrogel) (aproximadamente 3 mg. ml™?), la cual
fue equilibrada y lavada con la misma solucion amortiguadora de fosfatos. La PQQ-ADH
se eluoyo con un gradiente lineal de 0 a 0.25 M de fosfatos pH 6.0. Las fracciones
activas se colectaron y concentraron con Amicon YM30 MW (Amicon corporation,

Danvers, Mass, USA), y se aplicaron a la columna de exclusion molecular Sephacryl 200,
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5.2.1.4. Columna Sephacryl 200.

La fraccion obtenida en la columna de Ha-Ultrogel se aplicé a la columna de
exclusion molecular Sephacryl 200 previamente equilibrada con la solucion
amortiguadora de fosfatos. Las fracciones activas para ADH se colectaron y

concentraron.

5.3. Caracterizacion molecular
5.3.1. Analisis electroforético
5.3.1.1. Electroforesis:

La pureza de la PQQ-ADH purificada de la fraccion membranal de Ga.
diazotrophicus fue analizada por electroforesis nativa en gel de poliacrilamida (PAGE) al
7.5 %. La electroforesis nativa se realiz6 a las mismas concentraciones que se utilizaron
para el gel bajo condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) como es descrito
posteriormente; Unicamente se cambid la concentracion de acrilamida en el gel
resolvedor y el SDS fue sustituido por Tritén X-100 al 0.1% en el gel de concentracion,
en el gel de resoluciéon y en la solucién amortiguadora de corrida. La enzima PQQ-ADH
purificada contenida en solucion amortiguadora de fosfatos 0.01 M, pH 6.0 se diluyo con
el amortiguador de carga en una relacion 1:4 (muestra / amortiguador de carga). El
amortiguador de carga estuvo constituido por Tris-HCI 125 mM, pH 6.8 conteniendo
glicerol (15%) y Tritén X-100 al 0.1%. La electroforesis se realiz6 a 25 mA de corriente y
a 4 °C. La tincion se realiz6 con azul de coomassie R250 en solucion de metanol (20%

v/v), acido acético (7% v/v) y agua.

5.3.1.2. Zimografia de la PQQ-ADH:

Bajo las mismas condiciones de electroforesis, se realizé la zimografia con azul de
nitro tetrazolium (NTB), metasulfato de fenazina (PMS) y sustrato etanol 6 acetaldehido
a una concentracion final de 20 mM, como fue descrito previamente por Adachi et al.,
(1978).  El gel, después de haber sido corrido a 25 mA, fue sumergido en 200 ml de
amortiguador de Mcllviane (Fosfatos y Citratos), pH 6.0, que contenia 28 mg de
metasulfato de fenazina (PMS) y 8 mg de azul de nitrotetrazolio (NTB). El gel fue
incubado en oscuridad por 20 minutos a 4 °C con agitacion constante. La reaccion fue

iniciada por la adicion del sustrato etanol ¢ acetaldehido a una concentracién final del
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100 mM. Después de la aparicion de bandas azules (reaccion positiva), la reaccién fue

detenida por medio de la adicion de acido acético al 7%.

5.3.1.3. Electroforesis (SDS PAGE):

La estructura oligomérica de la PQQ-ADH purificada fue analizada en geles
discontinuos de poliacrilamida y condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE 10%)
utilizando la técnica de Laemli modificada (Del Arenal et al., 1997). El gel resolvedor
se prepar6 a una concentracion final de acrilamida del 10%, glicerol 6.0%, SDS 1%,
persulfato de amonio 0.028%, N,N,N”,N”,-tetramethylrthylenediamine (TEMED) 0.074%
y Tris-HCI 375 mM, pH 8.9. El gel concentrador se prepardé con acrilamida 4%,
conteniendo glicerol 8%, SDS 1%, persulfato de amonio 0.066%, TEMED 0.05% y Tris-HCI
125 mM, pH 6.8. La enzima purificada fue precipitada y desnaturalizada por adicion de
acido tricloroacético (TCA) a una concentracion final del 5% y lavada tres veces con agua
desionizada. Posteriormente, la muestra fue diluida en la mezcla de digestion que
contenia: SDS al 5%, B-mercaptoetanol al 3%, glicerol al 15% y Tris-HCI 125 mM, pH 6.8.
La muestra con la mezcla de digestion fue puestas a ebullicion por 3 minutos. El
amortiguador de corrida estuvo compuesto por: glicina al 1.44%, Tris-HCI al 10.3% y SDS
al 1.0%. La electroforesis se realiz6 a 25 mA de corriente constante y a 4 °C. Se utilizo
Mark VII como referencia (obtenido de Bio-Rad). El gel fue tefiido con azul de Coomassie
R-250 al 0.1%.

5.3.1.4. Zimografia de hemos:

Se realiz6 la reaccion de actividad de peroxidasa para la tincién especifica de
hemo C de acuerdo a lo establecido por Thomas et al., (1976). El gel fue sumergido en
una mezcla de reaccién que contenia acetato de sodio 250 mM, pH 5.0 (120 ml) y 18 mg
de tetrametilbencidina disueltos en 80 ml de metanol. La mezcla fue incubada por 2
horas en oscuridad y con agitacion constante a temperatura ambiente. Posteriormente
se le adiciond peroxido de hidrégeno (H,02) a una concentracion final de 30 mM como
agente revelador de la presencia de citocromos tipo c. La reaccién fue detenida

sumergiendo al gel en acetato de sodio 250 mM, pH 5.0 més isopropanol al 30%.

5.3.1.5. Enfoque isoeléctrico:
El enfoque isoeléctrico fue realizado en el equipo Rotofor (BioRad) conteniendo

anfolinas (obtenidas de Pharmacia) en un rango de pH de 3.4 a 9.0.
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5.3.2. Determinacion del residuo-amino terminal y masa molecular de la subunidades
Ly Il
5.3.2.1. Masa molecular.

La masa molecular de la enzima PQQ-ADH purificada se calcul6 en SDS-PAGE al
12.5%, utilizando solucion amortiguadora de Tris-HCI 0.2 M (pH 8.5) conteniendo
glicina. EIl gel se fijo con una solucion de metanol-acido acético al 5%, se incub6 en
solucion de de Tris HCI 0.125 M, pH 6.8; por 20 minutos. Posteriormente, se incubd
toda la noche en solucién de Tris HCI 0.025 M, de glicina y SDS al 0.1%. Las bandas
visibles (tefiidas con azul de Coomassie) se cortaron y se electroeluyeron en el equipo
Gel ELUTER (Biorad). A las proteinas electroeluidas se le determin6 la masa molecular
por la técnica de Ettan MALDI-Tof Pro.

5.3.2.2. Residuo amino terminal y secuencias internas de la subunidad 1.

Las bandas fueron cuidadosamente cortadas del gel tefiido con azul de coomassie,
fueron destefiidas, reducidas, carbaminometiladas, lavadas, digeridas con tripsina y
extraidas de acuerdo a lo reportado por Kinter y Sherman (2000). EI volumen del
extracto fue reducido por evaporacion por medio de wuna centrifuga al vacio a
temperatura ambiente y el volumen se ajustdé a 20 ul con &cido formico. El analisis
peptidico por espectrometria de masas fue realizado en el sistema 3200 QTRAP (Applied
Biosystems/MDS Sciex, Ontario, Canada), el cual esta equipado con un nano electrospray
y un sistema de nanoflujo (agilent 1100 nano pump, Waldbronn, Germany). Las muestras
digeridas fueron desaladas en una punta ZipTic-C 18 y separada en una columna Zorbax
300SB C-18 (3.5 um, 50 X 0.075 mm, Agilent, Germany) equilibrada con acetonitrilo al
2% y acido formico 0.1%, por un periodo de 80 minutos. Los péptidos se eluyeron con un
gradiente lineal de 2 a 70% de acetonitrilo. El calor de interfase para desolvatar fue
mantenido a 150°C. El espectro fue registrado en modo automatico usando el programa
Information Dependent Adquisition (IDA). Los iones precursores fueron seleccionados en
Q1 utilizando el modo Enhanced Ms mode. El intervalo de exploracion por EMS fue
fijado a t m/z 400-1500 y 4000 amu/s. Los iones selecciondos fueron sujetos a
exploracion por Enhanced Resolution a una velocidad baja de 250 amu/sec sobre un
intervalo de masas estrecho (30 amu), y después sometidos a exploracion Enhanced
Product lon Scan (Ms/MS). Los iones precursores fueron fragmentados por disociacién
activada de colision (CAD). Los fragmentos de iones generados fueron capturados y

analizados en una trampa de iones lineal Q3. La base de datos (NCBInr) del National
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Center for Biotechnology Information (NCBI) y la identificacion proteica fue realizada

con el programa Mascot Software (http://www.matrixscience.com).

5.3.3. Medida del contenido de PQQ.
5.3.3.1 Analisis de Fluorescencia del grupo prostético PQQ.

Una fraccién de la enzima purificada fue mezclada con SDS (0.2% w/v), calentada
a 60 °C por dos minutos, y centrifugada a 12,000 X g por 10 minutos. El sobrenadante
fue directamente analizado por la técnica de fluorescencia en el espectrofluorometro
MPF-4 (d= 1 cm) a 25 °C; las longitudes de excitacion y emisiéon fueron a 270 y 480 nm,

respectivamente (Hommel y Kleber, 1990; Ameyana et al., 1981).

5.3.3.2 Analisis de del grupo prostético PQQ por Resonancia Paramagnética del Electrén
(EPR).

La enzima purificada (0.9163 mg) fue resuspendida en solucién amortiguadora de
fosfato pH 6.0, y fue transferida a tubos de cuarzo (3 mm) de EPR para su andlisis
utilizando la banda-X a 9-10 GHz) y cuidadosamente fueron congelados en nitrogeno
liquido. El espectro de EPR fue realizado con un espectrofotdmetro Broker Elexsys E500
usando la banda-X (9.45 GHz), con un campo de frecuencia operando a 100 kHz. La
banda-X de EPR fue registrada a 10 K usando un cri6stato de flujo continuo de Helio
Oxford. Los valores de g fueron determinados midiendo el campo magnético y la

intensidad de la frecuencia.

5.3.4. Determinacion de citocromos de la enzima PQQ-ADH purificada.
5.3.4.1. Andlisis espectral de citocromos.
5.3.4.1.1. Espectro diferencial de la enzima PQQ-ADH purificada.

Para el andlisis espectral de la enzima purificada contenida en solucion
amortiguadora de fosfatos 0.01 M, pH 6.0. Los espectros se obtuvieron en un
espectrofotometro Shimadzu UV-2401PC con celdas de 1 cm de paso de luz. La muestra
fue oxidada con ferricianuro de potasio Yy reducida con ditionita de sodio 6 etanol 10
mM o acetaldehido, respectivamente. Los espectros diferenciales reducido menos
oxidado para ambos sustratos se obtuvieron por resta matemética de los archivos
electrénicos. El contenido de hemo C se determiné por medio del Coeficiente de
Extincion Milimolar (CEM) de 19.1 mM™ cm™ (553-540 nm).
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5.3.4.1.2. Espectro diferencial de monéxido de carbono y su espectro de fotodisociacion
de la PQQ-ADH purificada.

El espectro diferencial de monédxido de carbono se obtuvo por reduccién de la
enzima PQQ-ADH purificada con ditionita o empleando sustratos etanol o acetaldehido, y
posteriormente burbujeada con monoxido de carbono por 5 min antes de su congelacion
a 77 °K (espectro pre-fotolisis) (Flores-Encarnacion et al., 1999). El espectro diferencial
de monoxido de carbono se obtuvo por sustraccion matematica del espectro obtenido
con mondxido de carbono menos el espectro reducido con ditionita o sustrato etanol, o

acetaldehido.

El espectro de fotodisociacion se obtuvo a partir de la muestra reducida y
burbujeada con monoéxido (espectro pre-fotolisis), y posteriormente incubada 10 min en
oscuridad, la muestra fue sometida a fotolisis por medio de tres disparos de un flash
fotogréfico y se obtuvo el espectro post-fotélisis. El diferencial de fotodisociacion se

obtuvo restando el espectro pre-fotolisis al espectro post-fotolisis (Kelly et al., 1993).

5.3.4.2. Determinacion de hemos por HPLC

La composicion de hemos presentes en la enzima PQQ-ADH purificada fue
determinado mediante cromatografia de alta resolucion en fase reversa (HPLC). Los
hemos fueron extraidos mediante el procedimiento de acetona &cida como es descrito a
continuacioén: La enzima PQQ-ADH (600 ug) de proteina fue liofilizada y resuspendida en
1.5 ml de acetona acida (acetona 90%, HCI 5%, H,O 5%), se agitd suavemente y se
centrifugd a 5,000 rpm por 10 min. El procedimiento se repiti6 por tres ocasiones
(volumenes 5 ml, respectivamente) bajo el siguiente protocolo: el sedimento se
resuspendié en acetona acida y se incub6 por 10 minutos en hielo a 4°C y posteriormente
10 minutos a temperatura ambiente bajo oscuridad total; posteriormente se centrifugo a
5,000 rpm por 10 min. Los volumenes de extraccion se colectaron en un frasco ambar los
cuales se mezclaron con 3.5 ml de éter y 5 ml de agua MiliQ. Se homogenizo y la fase
etérea se puso en un frasco ambar; este procedimiento se repitié por 3 veces. La fase
etérea se evapord bajo flujo de N,-gas y se resuspendié en acetonitrilo conteniendo
acido trifluoroécetico al 0.5%. La solucion fue aplicada a una columna de fase reversa
Cis (Deltapak, Waters) usando un cromatografo de liquidos (Waters Chromatography
System) previamente equilibrada con una solucion de agua 75%, acetonitrilo 25% y &cido

trifluoroacético (TFA) 0.5%. Los grupos hemo, se eluyeron en gradiente de acetonitrilo-
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agua como es reportado por Lubben y Morand, (1994). Se utilizdé protoporfirina IX

comercial (protohemo B, Sigma) como estandar.

5.3.4.3. Titulacion potenciométrica de los citocromos ¢ de la PQQ-ADH purificada.

La titulacion potenciométrica de la enzima (300 @) se realiz6 a temperatura
ambiente y anaerobiosis mediante flujo continuo de nitrégeno en la celda de reaccion.
La enzima se oxid6 con ferricianuro de potasio, para alcanzar diferentes niveles de
reduccion se adicionaron cantidades crecientes de una solucion anaerobica de ditionita
de sodio (Hagerhall et al., 1999). El ensayo se realiz6 en amortiguador de fosfatos 0.01
M (pH 6.0), conteniendo Triton X-100 al 0.1%. Los siguientes mediadores redox se
adicionaron a una concentracién final de 50 mM: antraquinona-2 sulfonato (Em; = -225
mV); 2-hidroxi 1,4 naftoquinona (Em; = -145 mV); menadiona (Em; = 0 mV); duroquinona
(Em7 = +50 mV); 1,4 naftoquinona (Em; = +69 mV); fenazina metasulfato (Em; = +80 mV);
1,2 naftoquinona (Em; = +134 mV); 1,4 benzoquinona (Em; = +285 mV). El potencial fue
medido mediante un electrodo de combinacion Ag/AgCl platino, el cual fue calibrado
por medicion del potencial de una solucién saturada de quinhidrona (Em; = +285 mV).
Para cada 5 mV se graficé el espectro de absorbencia de la reduccion de citocromo c y
se determind mediante el diferencial de absorbencia (Asss - Asiwp). La reduccion de
citocromos tipo ¢ de la PQQ-ADH purificada de Ga. diazotrophicus fue registrada a una
longitud maxima de 553 nm y la longitud de onda de referencia a 540 nm usando un
espectrofotometro OLIS-SLM DW2000. Todos los potenciales determinados son
potenciales relativos al estdndar que es el electrodo de hidrégeno. Los datos
experimentales fueron graficados usando la ecuacion de Nerst para 1, 3 0 4 componentes

con un solo electrén con potenciales redox desconocidos.

5.4. Caracterizacion cinética.
5.4.1. pH 6ptimo en membranas y en la fraccion purificada.

El pH optimo de la actividad de la PQQ-ADH tanto en membranas como en la
enzima purificada fue obtenido utilizando el sistema de amortiguador de Mcllvaine
(amortiguador de citratos y fosfatos) en un rango de pH de 3.5 a 9.0. Las actividades
fueron medidas empleando el método cinético de DCPIP + PMS y el de ferricianuro
reductasa como aceptor de electrones. Ambos métodos, son descritos en el apartado de

ensayo enzimatico.
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5.4.2. Especificidad por sustratos.

A la preparacién purificada se le determiné el rango de especificidad por sustratos
alcoholes, aldehidos y otros compuestos organicos. Se utilizaron los siguientes sustratos
a una concentracion final de 20 mM: metanol, etanol, iso-propanol, butanol, alcohol
alilico glicerol, acetona, fenol, formaldehido, acetaldehido, glutaraldehido y otros

compuestos organicos (Adachi et al., 1978 a,b).

5.4.3. Parametros cinéticos.

A la preparacion purificada se le determinaron los pardmetros cinéticos para
etanol, alcohol alilico, butanol y acetaldehido como: Km, Vmax, Kcat, Kcat/Vmax. Los
parametros cinéticos fueron obtenidos a partir de los graficos de dobles reciprocas de
Line Weaver utilizando el programa sigma plot 2000. A su vez se utilizé la gréafica de

Eadie Hofstee plot para determinar la Ky y lIa Viax-

5.4.4. Termo inactivacion de la enzima PQQ-ADH purificada.

Se realizaron curvas de inactivacion térmica de la enzima PQQ-ADH purificada, el
método que se empledé fue el de PMD y DCPIP como acarreador y aceptor final de
electrones respectivamente. La enzima fue incubada a temperatura constante de 40 °C
en bafio Maria. Cada minuto se fue tomando muestra y se midio la actividad enzimatica

con etanol y acetaldehido hasta inactivacion total.

5.4.5. Efecto de mixotiazol y antimicina sobre la actividad de la PQQ-ADH.

A la fraccion purificada se le realizaron curvas de dosis-respuesta con antibidticos
especificos del complejo bcl como mixotiazol y antimicina. La actividad de la enzima
PQQ-ADH fue medida después de ser incubada con mixotiazol o antimicina en solucién
amortiguadora de fosfatos 0.05 M pH 6.0 por 10 minutos. Se determiné la K; tanto para

el mixotiazol como para la antimicina.

El sitio de accién del inhibidor en la enzima PQQ-ADH fue determinado a partir
de su impacto sobre la cinética de reduccion de los citocromos ¢ presentes en la enzima,
usando los sustratos etanol o acetaldehido y usando a la ditionita como referencia de
reduccion maxima. Dicho ensayo, consistio en poner 200 pg de enzima en solucion
amortiguadora de fosfatos 0.01 M, pH 6.0 en una celda de 1 ml de reaccion. Se trazo el

espectro de la enzima nativa *“como se purifica” (reducido); posteriormente, se
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adicionaron alicuotas de ferricianuro de potasio 0.05 M hasta tener a la enzima en su
estado oxidado y se obtuvo el espectro de la forma oxidada. Se adiciondé mixotiazol o
antimicina a una concentracion saturante (100 uM) y la mezcla de reaccion fue incubada
por 10 minutos a temperatura ambiente. Después de este tiempo, se adicion6 etanol o
acetaldehido 0.02 M y se trazaron espectros sucesivos hasta méaxima reduccion.
Posteriormente se adicionaron unos granulos de ditionita para obtener el espectro de
maxima reduccion con ditionita. Como control, la enzima se oxid6 con ferricianuro de
potasio y se realizé una cinética de reduccion con etanol o acetaldehido en ausencia de
inhibidores; en cada uno de los ensayos se calcul6 el porcentaje de reducciéon de
citocromos tipo ¢ con respecto a la reduccion total obtenida con ditionita (100%).
Alternativamente, la cinética de reduccion de los citocromos ¢ fue seguida a longitudes

de onda fijas (554 nm - 540 nm), en presencia y en ausencia de los inhibidores.

5.5. Determinacion de los productos finales de reaccion:
5.5.1. Cromatografia de gases acoplada a masas.

La enzima PQQ-ADH purificada (300 pg) se suspendié en solucion amortiguadora
de fosfatos 0.01 M, ferricianuro de potasio como aceptor de electrones a una
concentracion final de 0.1 My etanol 0.1 M como Unico sustrato inicial, en un volumen
final de 1 ml de reaccion y en una celda herméticamente sellada. Después de la
reduccion total del ferricianuro de potasio se inyect6 una alicuota de la mezcla final
de reaccion al equipo de cromatografia de gases acoplado a masas (JEOL/JM-AXSOSHA)
previamente equilibrado. Se utilizaron etanol, acetaldehido y acetato (10 mM) como

estandares.

5.5.2. Resonancia Magnética Nuclear (RMN).

Bajo las mismas condiciones de ensayo descritas para la cromatografia de gases
acoplada a masas, la mezcla final de reaccion (1 ml) se sometié al resonador de RMN
(Oxford), a una frecuencia de 500 HGZ para la determinacién de Carbono y de 250 HGZ
para la determinacion de Hidrogeno para cada uno de los productos finales presentes en

la mezcla de reaccion.
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5.5.3. Ensayo de carbazida - carbazona con etanol radioactivo.

El ensayo fue realizado en matraces de 50 ml que tienen un soporte para fijar un
tubo Eppendorf de 1 ml, el cual contenia carbazida 0.05 M y que no esta en contacto con
la mezcla de reacciéon. La enzima PQQ-ADH (300 ug) fue resuspendida en solucién
amortiguadora de fosfatos, ferricianuro de potasio como aceptor de electrones y etanol
radiactivo (**C) como Unico sustrato inicial. Después de la reduccién total del
ferricianuro de potasio (cambio de color de amarillo a leuco) se midi6 la marca de *'C
en la mezcla de reaccion y en la solucién de carbazida contenida en el tubo Eppendorf.
Como control negativo se utilizé solucion amortiguadora de fosfatos, ferricianuro de
potasio como aceptor de electrones y etanol radiactivo (**C) como Unico sustrato inicial.
Como control positivo se utilizé la alcohol deshidrogenasa dependiente de NADH

(obtenida de Sigma. Co.) y etanol radiactivo (**C) como Unico sustrato inicial.

5.5.4. Ensayo acoplado de DCPIP con tiosemicarbazida.

Se disefid un ensayo acoplado de dos celdas de reaccion que permitié seguir, de
manera continua, la reduccion del DCPIP y al mismo tiempo, el cambid de absorbencia a
260 nm del reactivo tiosemicarbazida, cuando este compuesto reacciona con el aldehido
formando una tiosemicarbazona (Djurdjic y Stojanovic, 1998). El ensayo se realiz6 en
celdas de cuarzo (1000 pL de volumen) herméticamente selladas y unidas mediante una
manguera de latex. La primera celda contenia 0.01 M de solucion amortiguadora de
fosfatos pH 6.0, DCPIP 3 mM como aceptor de electrones, PMS 0.06 mM como mediador
de electrones, 300 ug de PQQ-ADH purificada y etanol 0.02 M como unico sustrato. La
segunda celda contenia 300 pL de solucion de tiosemicarbazida a una concentracion
final de 0.05 M en amortiguador de fosfatos 0.01 M pH 6.0, donde la tiosemicarbazida
reacciono con el acetaldehido formando una carbazona con absorbencia especifica a 260
nm. La actividad de alcohol deshidrogenasa se midié en la primera celda, mediante la
cinética de reduccion del DCPIP (Asno) para este ensayo se afiadio un exceso de DCPIP (3
mM) con la finalidad de aumentar el tiempo de oxidacion del etanol.; la formacion de la
tiosemicarbazona (segunda celda) fue verificada a 260 nm. Se realizé un control
negativo sin enzima y un control positivo con acetaldehido grado reactivo por medio de
una curva de calibraciébn de tiosemicarbazida-acetaldehido con concentraciones
conocidas de acetaldehido; ésto debido a que no se contaba con el valor del coeficiente
de extincion molar para la tiosemicarbazona. De esta manera se cuantifico la

concentracion de acetaldehido liberado durante la reaccion. La sensibilidad del método

Gbémez-Manzo, Sall



12

de tiosemicarbazida es de 2.2 X 10° M para el acetaldehido de acuerdo a lo reportado

por Djurdjic y Stojanovic (1998).

5.6. Otros métodos:
5.6.1. Ensayos enzimaticos.
5.6.1.1. Ensayo de Oxidasas.

Las actividades de oxidasas en membranas fueron determinadas usando un
electrodo de oxigeno tipo Clark. Las muestras (0.1 mg de proteina de membrana) se
resuspendieron en amortiguador de fosfatos 0.1 M, (pH 6.0) en un volumen final de 2 ml
de mezcla de reaccién. La reaccion fue iniciada mediante la adicion del sustrato:
glucosa, etanol o acetaldehido a una concentracion final de 20 mM (Flores-Encarnacion
et al., 1999).

5.6.1.2. Ensayos para deshidrogenasas.

La actividad de deshidrogenasa fue ensayada utilizando el método de reductasa
de DCPIP y el de ferricianuro reductasa. 1) En el método de DCPIP y PMS como aceptor
y mediador de electrones, respectivamente; la mezcla de reaccién contenia DCPIP 80
uM, PMS 0.6 mM y 0.03 mg de la enzima purificada, en un volumen total de 1 ml de
solucion amortiguadora PCM, pH 6.0. La reaccion fue leida a temperatura ambiente en
el espectrofotometro Shimadzu UV-2401PC y se midié por un cambié de absorbencia a
600 nm con celdas de 1 cm de paso de luz y por un tiempo de 1 min. 2) Empleando el
método de ferricianuro reductasa; la mezcla de reaccion se ajustdé a 1 ml conteniendo:
amortiguador de McLlvaine (fosfatos y citratos) pH 6.0; KCN 1.5 mM; ferricianuro de
potasio 0.1 M, y etanol 20 mM. La reaccion se inicio por adicion de 0.03 mg de muestra
(enzima) y se incubd por 20 min. a 30 °C en la oscuridad. La reaccion fue parada por la
adicion de 0.5 ml de reactivo dupanol (FeCls, dodecil sulfato de sodio (SDS) y 95 ml de
acido fosforico al 85%; y aforado a un volumen final de 1 L con agua desionizada).
Después de 10 minutos de haber adicionado el reactivo de paro, se adicioné 3.5 ml de
agua desinoizada. Se determind la absorbencia de la solucién final a 660 nm (Ameyama
y Adachi, 1982).
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Bajo las dos condiciones de determinacion de la actividad enzimatica, una unidad
de actividad es definida como la cantidad de enzima que cataliza la oxidacion de 1 umol

de etanol por minuto bajo estas condiciones de ensayo (Adachi et al., 1978).

5.6.1.3. Actividad de quinona reductasa.

La actividad de quinona reductasa de la PQQ-ADH fue medida
espectrofotométricamente siguiendo la disminucion de absorbencia a 275 nm y 25°C,
como fue descrito por Matsushita et al., (1992). Se utilizaron quinonas analogas de la
UQ1o como la Decil Ubiquinona (DUQ), quinona con un isopreno (Qi) y quinona con dos
isoprenos (Q;) obtenidas de Sigma. Una unidad de quinona reductasa es definida como

la cantidad de enzima que tiene la capacidad de oxidar 1 umol de etanol por minuto.

5.6.1.4. Determinacién de proteina.
El contenido de proteina fue determinado por el método de Lowry modificado

(Lowry et al., 1951) usando albumina sérica bovina como estandar (BSA).
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VI. RESULTADOS.

6.1. Optimizacion del medio de cultivo de Ga. diazotrophicus
Flores-Encarnacion et al., (1999) demostraron que Ga. diazotrophicus presenta
niveles elevados de expresion para las actividades de deshidrogenasas periplasmicas
durante el crecimiento en cultivos en batch y bajo la condicion de fijacion bioldgica de
nitrogeno (FBN). En éste trabajo se optimizaron las condiciones de cultivo que nos
permitieron incrementar los niveles de expresion de las actividades de las enzimas
membranales del sistema oxidativo de alcoholes: PQQ-ADH y PQQ-ALDH de Ga.
diazotrophicus. El incremento de la actividad de ambas enzimas fue de tres veces
cuando se adiciond alcohol etilico (0.5% v/v) a las 36 horas de cultivo respecto al cultivo
no inducido (Tabla 2). La actividad de la PQQ-ADH pas6 de 2.0 a 7.6 unidades / mg de
proteina membranal vy la actividad de la PQQ-ALDH fue de 6.0 a 22.8 unidades / mg.
La actividad de otras enzimas como la PQQ-glucosa deshidrogenasa membranal (PQQ-

GDH) no fue modificada como se muestra en la tabla 2.

Tabla 2. Efecto del etanol y la sacarosa como fuentes de carbono?® en el crecimiento y
la expresion de las PQQ-deshidrogenasas® membranales de Ga. diazotrophicus.

Sustrato Fuente de Carbono
Unidades / mg
Sacarosa Etanol Sacarosa + Etanol
Glucosa 0.48 0.55 0.5
Acetaldehido 6.0 31.0 22.8
Etanol 2.0 10.8 7.6
Crecimiento (D.O) 2.0 0.7 2.2

8Las células fueron crecidas en el medio LGIP que contiene sacarosa 5% o etanol 0.75%
como Uunica fuente de carbono o fuentes de carbono combinadas. Después de las 48
horas fue medido el crecimiento a 600 nm y las células fueron procesadas para la
obtencion de la fraccion membranal.

®Las actividades de etanol y acetaldehido deshidrogenasa fueron determinadas en la
fraccion membranal por medio del ensayo espectroscopico de ferricianuro de potasio,
mientras que la actividad de glucosa deshidrogenasa fue determinada por el ensayo de
DCPIP + PMS como es descrito en materiales y métodos.
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La curva de crecimiento de Ga. diazotrophicus es presentada en la figura 4,
conforme fue aumentando la densidad celular, el pH del medio de cultivo y la
concentracion de oxigeno disuelto en el medio de cultivo fueron bajando con respecto al
tiempo; propiciando un ambiente cuasi anaerobico para que se realizara la FBN a pesar
de la alta aereacion suministrada al medio de cultivo. También se observé que hay una
disminucion de la densidad oOptica después de las 36 horas de cultivo, esto se debid a la

aglomeracion de las células como respuesta al etanol adicionado al medio de cultivo.
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Figura 4. Cinética de crecimiento de Ga. diazotrophicus en medio LGIP en un
fermentador de tipo Mobile Pilot Plant (Fermentor BIOFLO 5000, New Brunswick
Scientific). A las 36 horas se adiciono etanol al 0.5% como segunda fuente de carbono.
(A) Crecimiento del cultivo: Asgonm - (¥) Oxigeno disuelto en el medio. (77) pH.

6.2. Purificacion de la PQQ-ADH de Ga. diazotrophicus

Se probd la solubilizacion de la enzima PQQ-ADH como respuesta a la
concentracion del detergente Triton X-100. Las actividades de las enzimas PQQ-ADH y
PQQ-ALDH fueron detectadas en la fraccion soluble. La concentracion oOptima para

solubilizar a la enzima PQQ-ADH de la fraccion membranal de Ga. diazotrophicus fue de
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0.5% (v/v). A estda misma concentracién, el detergente, también solubilizé el 90% de la
enzima PQQ-ALDH (Fig. 5). La actividad de la PQQ-GDH permanece en su totalidad, en
la fraccion membranal después que las membranas han sido tratadas con el detergente
al 0.5%.
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Figura 5. Solubilizacién diferencial de las enzimas membranales de Ga. diazotrophicus
con detergente Tritén X-100. Las membranas (~10 mg de proteina ml™?) fueron
resuspendidas en solucion amortiguadora de fosfatos 10 mM, pH 6.0 y tratadas con
diferentes concentraciones de detergente Triton X-100 como es indicado en la figura. La
actividad de ADH (Blanco), ALDH (gris) fueron determinadas con ferricianuro de potasio
como aceptor de electrones. La actividad de GDH (negro) fue ensayada con DCPIP + PMS
como aceptor y mediador de electrones, respectivamente. Las actividades son
expresadas como porcentaje relativo respecto a la actividad inicial en la fraccion
membranal antes de la solubilizacion.

6.2.1. Columna QAE - Toyopearl.

El sobrenadante que contenia ambas enzimas (PQQ-ADH y PQQ-ALDH) fue aplicado
a la columna de QAE-Toyopearl previamente equilibrada con solucion amortiguadora de
fosfatos 0.01 M, pH 6.0. La PQQ-ADH fue eluida con un gradiente lineal de 0 - 0.25 M de
NaCl. El perfil de elucion para esta columna reveld la presencia de dos frentes de
proteina (Azsonm) que presentan color naranja (Asosnm) (Fig. 6A). EIl primer pico eluy6 a
una molaridad de 0.04 - 0.06 M de NaCl; present6 actividad con el sustrato etanol y con

el sustrato acetaldehido. El segundo pico coloreado eluyé a una molaridad de 0.9 - 0.12
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M de NaCl. Este pico presentd actividad sélo con el sustrato acetaldehido (Fig. 6B). El
segundo pico se utilizd posteriormente para purificar a la PQQ-ALDH membranal del

mismo organismo (Gomez-Manzo et al., 2007. Datos en prensa).
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Figura 6. Separacion cromatografica de los complejos de ADH y ALDH. A) 2.5 g de
proteina solubilizada a una concentracion final de 0.5% de Triton X-100 fue aplicado a la
columna de QAE-Toyopearl (3 X 18 cm) previamente equilibrada con 0.01 M de solucién
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amortiguadora de fosfatos pH 6.0, conteniendo 0.1% de Triton X-100. La enzima fue
eluida con un gradiente lineal de NaCl de 0 a 0.25 M. Perfil de elucion de proteina
(Azsonm A ) 'y hemo (Assnm ¥).  B) Perfil de elucién para las actividades de etanol (e) 0
acetaldehido (m) deshidrogenasa empleando el método de ferricianuro de potasio como
aceptor de electrones. C) Perfil de elucion de la columna Sephacryl 200. Lineas
punteadas en paneles A representan el perfil molar del gradiente de NaCl y en el panel B
el gradiente molar de fosfatos utilizado.

6.2.2. Columna Hidroxiapatita-Ultrogel.

Las fracciones del primer pico, activas sobre etanol y acetaldehido fueron
mezcladas y dializadas contra amortiguador de fosfatos 0.01 M, pH 6.0. El dializado se
aplico a la columna Hidroxiapatita-Ultrogel previamente equilibrada. Después de lavar
la proteina no adsorbida, la proteina retenida fue eluida con un gradiente lineal de 0 a
0.25 M de fosfatos, pH 6.0 que contenia Triton X-100. El perfil de elucién para ésta
columna mostr6 un solo pico coloreado (naranja) que eluy6 a 0.06 M de fosfatos y que
presenta un perfil paralelo de actividad para los sustratos etanol y acetaldehido (Datos

no mostrados).

6.2.3. Columna Sephacryl 200.

Las fracciones activas obtenidas en la columna de Ha-ultrogel fueron concentradas a 8
ml y aplicadas a la columna de Sephacryl 200 (exclusion molecular); donde se observé
dos frentes de elucion de proteina (Azsonm) (Fig. 6C). El primer frente present6 color
(naranja) (Asnm) fue obtenido después de haber pasado un volumen de cama de la
columna; las fracciones que corresponden a éste frente presentaron actividad con etanol
y acetaldehido. El segundo frente de elucién, no presenté color y tampoco, actividad
con etanol o acetaldehido (Fig. 6C). Los resultados del proceso de purificacion de la
enzima PQQ-ADH son presentados en la tabla 3. Al final del proceso, la enzima fue
purificada 46.2 veces, con un rendimiento de 15% y una recuperacion de proteina de 9

miligramos.
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Tabla 3. Tabla de purificacién de la enzima PQQ-ADH.

[ Pasos de purificacién | Proteina total | Act. especifica | Actividad total | Rendimiento |

(mg) (unidades/mg?) (unidades) (%)
Membrana 2515 6 15090 100
Solubilizado 546 15 8190 54
QAE-Toyopearl 228 21 4788 31
DEAE-Toyopearl 62 54 3348 22
Ha-ultrogel 15 180 2700 18
Sephacryl 200 9 256 2250 15

La actividad especifica fue ensayada por medio del método de ferricianuro de potasio
bajo las condiciones estandares descritas en Materiales y Métodos.

6.3. Caracterizacion molecular
6.3.1. Analisis electroforético.

Para analizar la homogeneidad de la enzima PQQ-ADH purificada de la fraccién
membranal de Ga. diazotrophicus, se realizaron diferentes geles. Un gel de
electroforesis en condiciones nativas (PAGE - NATIVO) revelo la presencia de una sola
banda cuando el gel fue tefiido con azul de coomassie (Fig. 7A) lo cual nos indica que la
enzima purificada es homogénea. Bajo las mismas condiciones electroforéticas, a la
enzima PQQ-ADH se le realiz6 la zimografia con azul de nitrotetrazolium (NTB) y (PMS);
donde el gel es incubado con el sustrato etanol, dando reaccion positiva una sola banda
gue se ve incrementada en su intensidad cuando se adiciona el sustrato acetaldehido
(Fig. 7B). La banda que da positivo por medio de la zimografia es la misma que se

observa cuando el gel fue tefiido con azul de coomassie (Fig. 7A).

La composicion oligomérica de la enzima purificada de Ga. diazotrophicus fue
determinada por geles en condiciones desnaturalizantes (PAGE-SDS) al 10%, mostrando la
presencia de dos bandas positivas cuando se tifie con azul de coomassie (Fig. 7C). La
masa molecular de cada subunidad fue determinada por su movilidad en gel y
corroborada por espectroscopia de masas. La masa molecular de la subunidad mayor
fue de 71.4 kDa y la de la subunidad menor de 43.5 kDa, respectivamente. Por
densitometria se determin6 que estas dos bandas estan en una relacién estequiométrica
de 1 : 1;y por esta misma técnica se midié la intensidad relativa de las dos bandas que
dan positivo para la reaccion de actividad de peroxidasa; encontrandose una relacion de

intensidad de 1 : 3 para la subunidad mayor y menor, respectivamente (Fig. 7D).
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Figura 7. (A) Andlisis electroforético (PAGE- NATIVO) de la enzima PQQ-ADH purificada,
(@) Gel teflido con azul de coomassie brillante R-250. (b) actividad de etanol
deshidrogenasa detectada por zimografia. (B) Analisis electroforético de la enzima PQQ-
ADH purificada bajo condiciones desnaturalizantes (PAGE-SDS), (c) Tincién con azul de
Coomassie brillante R-250. (d) Tincion de la actividad de peroxidasa detectada por
zimografia. (e) Citocromo c de caballo (tincion de peroxidasa) fue usado como estandar.
Las condiciones usadas para la electroforesis nativa y desnaturalizante y las técnicas de
tincion son descritas en materiales y métodos.

6.3.2. Andlisis de la secuencia N-terminal.

La secuencia amino terminal de cada una de las subunidades fue determinada por
la técnica de degradacion de Edman; ambas subunidades se encontraron bloqueadas; por
lo cual, la enzima fue digerida con tripsina y analizada por medio de la técnica de
espectroscopia de masas: Para la subunidad | se obtuvieron los siguientes péptidos
internos: 1) YSPLDQINR. 2) GQEGTPLVIDGVMYATTNWSK. 3) VPGNIADK. 4) VYFGTFDGR. 5)
VIIGNGGSEFGAR. 6) HVIVHAPH. 7) NGFFYIIDAK. 8) NYVYVNWASGLDPK. 9) HQDAFYNVVGR;
los cuales corresponden a las regiones amino terminal, regién consenso del citocromo c
y en la region del carboxilo terminal de la subunidad I. La subunidad Il presento
dificultades al momento de ser analizada por espectrometria de masas debido al alto

contenido de fierro presente en dicha subunidad, con lo cual no se pudo determinar
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secuencias internas. La subunidad IlI, también fue analizada por medio de la técnica de
Ettan MALDI-Tof Pro, donde se obtuvo la siguiente secuencia amino terminal: M-A-S-V-F-
P-G-K.

Los péptidos internos obtenidos de la subunidad | de la PQQ-ADH purificada de
Ga. diazotrophicus, fueron alineados por el programa “Mascot Search results” y se
observd que todos los péptidos internos encontrados para la subunidad | se alinean
perfectamente con la subunidad | de las PQQ-ADHs membranales purificadas en las
bacterias del acido acético. Como se muestra en la tabla 4, los péptidos internos
presentan una mayor identidad con la PQQ-ADH de Ga. polyoxogenes, Ga. europaeus y
en menor identidad con los precursores de la subunidad | de G. suboxydans, A. acetiy
A. pasteurianus. También se encontré identidad con la sorbitol deshidrogenasa de G.
oxydans y con la glucosa deshidrogenasa membranal de Ribrivivax gelati. Estas
identidades de nuestros péptidos internos de la subunidad | de la PQQ-ADH con otras
PQQ-ADHs previamente purificadas y secuenciadas, nos indican claramente que nuestra
enzima purificada se trata de una enzima PQQ-ADH membranal, que tiene como
caracteristica distintiva, la de oxidar con eficiencia cercana, alcoholes y aldehidos

lineales como es descrito posteriormente.

Tabla 4. Péptidos internos determinados de la subunidad | de la enzima PQQ-ADH.

Acceso Proteina Organismo Score (bits) Identidad
gi 216186 ADH Gluconacetobacter 154 64/155
polyoxogenes
gi 1050421 ADH Gluconacetobacter europaues 154 64/155
gi 33338429 Sorbitol-DH Gluconobacter oxydans 133 57/155
gi 452586 Sub. | ADH Acetobacter aceti 130 58/155
gi 2055286 Precursor Sub. | | Gluconobacter oxydans 128 56/155
gi 61255121 ADH sub. | Gluconobacter 128 56/155
gi 118555 ADH Acetobacter aceti 127 57/155
gi 21321310 ADH Acetobacter pasteurianus 123 56/155
gi 47571435 GDH Rubrivivax gelati 95.6 50/155
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6.3.3. Grupos prostéticos de la enzima PQQ-ADH.
6.3.3.1. Medida del contenido de PQQ.

La identificacion de los grupos prostéticos de la enzima PQQ-ADH, como por
ejemplo la presencia del grupo pirrolo-quinolina-quinona (PQQ) en la PQQ-ADH
purificada fue determinado por medio de espectroscopia de fluorescencia, con una sefal
caracteristica de emision a 480 nm y excitacion a 370 nm (Fig. 8A). Esta sefial de
emision y excitacién es igual a lo encontrado en otras PQQ-ADHs (Tayama et al., 1989;
Matsushita et al., 1992). Por Resonancia Paramagnética del Electron (EPR) a
temperatura de 8°K se analiz6 a la PQQ-ADH en su estado “como se purifica” (solucién
amortiguadora de fosfatos 0.01 M pH, 6.0 conteniendo 0.1% de Tritdn X-100), y se
observo la presencia de una sefial del grupo prostético PQQ en su forma de semiquinona;
ya que se encontré una sefial con una g de 2.001, que corresponde a un radical
organico con un electron desapareado (paramagnético) (Fig. 8B). Como control positivo
se analizo el cofactor PQQ obtenido de Sigma y se encontré una sefial de g de 2.001
(datos no mostrados), lo cual corrobora que la sefial organica encontrada en la enzima

PQQ-ADH purificada corresponde al grupo prostético PQQ.
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Figura 8. Determinacion del grupo prostético PQQ. A) Espectro de fluorescencia del
sobrenadante metandlico realizado a la enzima PQQ-ADH como es descrito en materiales
y métodos. B) La enzima PQQ-ADH “como es purificada” fue analizada a 8°K por medio
de la Resonancia Paramagnética del Electron (EPR) empleando un espectrometro Bruker
Elexsys E500. Se usé la banda-X a una frecuencia de 9.54 GHz. La banda-X del EPR fue
obtenida por medio de un flujo continuo de Helio liquido.

6.3.3.2. Analisis de citocromos presentes en la PQQ-ADH purificada.
6.3.3.2.1. Espectro diferencial de la enzima PQQ-ADH.

El espectro diferencial de absorcion de la PQQ-ADH presentd sefales
caracteristicas de citocromos tipo ¢ reducido con maximas a 417, 523 y 553 nm; y del
grupo prostético PQQ con maximas a 317 y 350 nm, respectivamente como es
presentado en la figura 9. También, se observa una ligera sefial (hombro) a 530 nm, la
cual es sugerente de la presencia de hemo tipo B. Se determiné a temperatura
ambiente, la concentracién de citocromo c presente en la enzima purificada, la cual fue
de 34.7 nmol mg proteina™; este resultado difiere del reportado con la PQQ-ADH de Ga.
xylinus (Chavez-Pacheco. Tesis de doctorado, 2006); donde la concentracion de

citocromo ¢ a temperatura ambiente fue de 18 nmol mg proteina™.
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Figura 9. Espectro de absorcion de la enzima membranal PQQ-ADH purificada. Enzima
purificada (164 pg proteina) con actividad especifica de 256 unidades fue usada en 10
mM de solucion amortiguadora de fosfatos pH 6.0 conteniendo 0.1% de Tritén X-100. El
espectro diferencial fue generado por la adicién de ditionita de sodio a la celda que
contenia la muestra y persulfato de amonio a la celda de referencia.

6.3.3.2.2. Identificacion de los citocromos asociados a la PQQ-ADH purificada.

Para corroborar la identificacion espectral de los citocromos asociados a la PQQ-
ADH purificada (Fig. 9) se realizaron dos tipos de ensayo: A) El primero de ellos fue
someter a la enzima a un proceso de extraccion de hemos con acetona acida para
remover los hemos tipo B que se encuentran unidos de manera no covalente, bajo el
procedimiento reportado por Puustinen and Wikstrom, (1991); esto fue decidido debido
a que en los espectros diferenciales de la PQQ-ADH se observa un hombro a 530 nm,
sugiriendo asi, la presencia de hemo tipo B como componente de la enzima. El producto
de la extracciéon de acetona-HCl fue aplicado al sistema de cromatografia liquida de
alta presion (HPLC), utilizando una columna de fase reversa Waters Delta-Pack vy se
eluyd mediante un gradiente de acetonitrilo. Se utiliz6 como control positivo
(protohemo 1X). El cromatograma de HPLC obtenido para el protohemo IX es presentado
en la figura 10A, donde se observa que el protohemo IX (hemo B) eluye con un tiempo de

retencién de 22 minutos. En el cromatograma obtenido para la muestra de la enzima
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PQQ-ADH (Fig. 10B. Linea discontinua) no se observa sefial alguna con ese mismo tiempo
de retencion (22 minutos) que nos confirmara la presencia de hemo tipo B en la PQQ-
ADH de Ga. diazotrophicus. También se analiz6 a la PQQ-aldehido deshidrogenasa (PQQ-
ALDH) purificada del mismo organismo. En este caso confirmamos la presencia de hemo
tipo B en la PQQ-ALDH purificada (Fig. 10B. Linea soélida).
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Figura 10. Analisis de hemos asociados a la PQQ-ADH de Ga. diazotrophicus por HPLC de
fase reversa. A) El estandar protohemo IX obtenido de Sigma Chemical co. fue utilizado
como control positivo de hemo tipo B. B) Los hemos extraidos de la enzima PQQ-ADH
(linea discontinua) y PQQ-ALDH purificada (linea continua) fueron disueltos en la mezcla
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de solventes descrita. Los hemos fueron eluidos por un gradiente de acetonitrilo y
detectados a 405,m. El sistema fue equilibrado con una mezcla de agua-acetonitrilo-
acido trifluoroacético (TFA) (75:25:0.5).

6.3.3.2.3. Titulacién potenciométrica de los citocromos de la PQQ-ADH purificada.

Se determinaron los potenciales redox de los citocromos tipo ¢ asociados a la
enzima PQQ-ADH. La titulacion potenciometrica se realizé en solucion amortiguadora
de fosfatos bajo condiciones anaerébicas. Se utilizé un electrodo combinado de Ag/AgCl
platino y se emplearon diferentes quinonas como amortiguadores del potencial redox.
Para generar los valores de potencial deseados, se adiciond gradualmente solucién de
ferricianuro de potasio o de ditionita de sodio. Los niveles de reduccion de los
citocromos fueron determinados a partir de los espectros de absorcion registrados a
cada valor de potencial seleccionado. A partir de la curva de titulacion se pudo detectar
la presencia de cuatro citocromos tipo ¢ asociados a la PQQ-ADH (Fig. 11). Los valores
obtenidos para cada uno de los potenciales son: -55, +42, +132 y +227 mV,
respectivamente. El citocromo ¢ con un valor de -55 mV probablemente sea el que se
encuentre presente en la subunidad | (cl), y los tres citocromos restantes se encuentran
localizados en la subunidad Il (clly, cll,, cll3). Es de llamar la atencién un valor de
potencial redox obtenido: cll; = +227 mV; debido a que el potencial redox determinado
para la quinona endogena (Qio) de A. methanolicus fue de +220 mV a pH 4.5 (Hauska et
al., 1983) y suponemos que el potencial redox de la Qip de Ga. diazotrophicus es muy
cercano a lo determinado en A. methanolicus. De acuerdo al potencial redox estimado
para la quinona, este citocromo ¢ no le entregaria los electrones a la quinona endégena;
debido a que en la transferencia intramolecular de electrones de los citocromos cl, cll;
y cll, hacia la quinona (Em’= +220 mV) es favorable debido a que poseen un potencial
redox mas electronegativo con respecto a la quinona enddgena; y por otro lado, el paso
de electrones del citocromo cll; hacia la quinona es una reacciéon desfavorable. Sin
embargo, cuando la enzima PQQ-ADH (reducida) es oxidada con quinonas solubles como
Q1 y posteriormente vuelta a reducir por etanol o acetaldehido, se observd lo mismos
niveles de reduccion a los obtenidos con ditionita; lo cual nos indican que a pesar de
que se determind un valor alto en uno de los citocromos de la enzima, los electrones si
fluyen a través de los cuatro citocromos tipo ¢ presentes, y si participan en la
transferencia intramolecular de electrones. La asignacion experimental de cuatro

valores de potencial redox para citocromo ¢ estd en concordancia con lo reportado
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previamente (Inoue et al., 1989; Kondo y Horinuochi, 1997; Tamaki et al., 1991); donde
se observo que la secuencia de los genes que codifican para las subunidades | y 1l de la
PQQ-ADHs de A. aceti, G. suboxydans y Ga. polyoxogenes, muestran, un motivo de unién

de hemo tipo C en la subunidad | y tres sitios de union de hemo tipo C en la subunidad II.
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Figura 11. Titulacion potenciométrica de hemos en la enzima PQQ-ADH de Ga.
diazotrophicus. Los potenciales redox fueron titulados en solucion amortiguadora de
fosfatos 0.05 M, pH, 6.0 a 25°C en la presencia de la siguiente mezcla de mediadores de
electrones:  Antraquinona-2-sulfonato, 2-hidroxi-naftoquinona, menadiona, 1,4-
naftoquinona, duroquinona, 1,2-naftoquinona, 1,4-benzoquinona y plumbagina, las
cuales fueron adicionadas a una concentracion final de 35 mM. PMS también fue
adicionado a una concentracion final de 60 puM. La grafica representa los datos
obtenidos en cuatro titulaciones independientes tanto en la direccion reducida como
oxidada.
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6.3.3.2.4. Analisis de los hemos C por EPR

Reportes previos en bacterias del acido acético se ha descrito la presencia de un
citocromo ¢ de bajo spin en la fraccion membranal de G. suboxydans que une mondéxido
de carbono y cuyo aducto es fotodisociable (Matsushita et al., 1981) Asi, nos
preguntamos si la enzima ADH de Ga. diazotrophicus posee también, algin hemo de
bajo spin con las mismas propiedades. Se realiz6 nuevamente el ensayo de EPR bajo las
condiciones descritas en materiales y métodos para la determinacion del grupo
prostético PQQ.

Como se observa en la figura 12, la enzima presenta nuevamente la sefial de un
radical organico de quinona a una g de 2.001, el cual corresponde a la presencia del
grupo prostético PQQ de la enzima purificada. También se observa la presencia de una
sefial con una g de 4.3 el cual corresponde a la presencia de fierro de alto spin.
Ademas, se observa una sefial con una g de 2.3 la cual es indicativa de la presencia de
fierrro de bajo spin. De acuerdo a la relacion estequiométrica observada en el espectro
de EPR (Fig. 12), se tiene que la enzima en su composicién oligomérica esta constituida
mayoritariamente por hemos de bajo spin (tres) y que probablemente al menos un hierro
sea de alto spin.  Para reforzar la identificacion de hierro de alto spin (g de 4.3) en la
PQQ-ADH purificada, se realizaron espectros diferenciales de monéxido de carbono y su
posterior fotodisociacion.
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Figura 12. Espectro de EPR de la enzima PQQ-ADH. A) Espectro general de EPR de la
enzima PQQ-ADH de Ga diazotrophicus. 0.98 mg de proteina purificada fue oxidada con
persulfato de amonio y posteriormente congelada con nitrogeno liquido. La muestra fue
analizada en todo el campo magnético, se utilizé la banda X y resonador SHQE. B)
Amplificado del campo magnético de 0 a 3000 (G) para observar la sefial del fierro de
alto spin.

6.3.3.2.5. Espectro diferencial de mondxido de carbono y su espectro de fotodisociacion
de la PQQ-ADH purificada.

El espectro diferencial de mondxido de carbono fue obtenido por medio de una
resta matematica del espectro reducido + CO, menos el espectro reducido de la PQQ-
ADH (espectro pre-fotolisis). Para reducir a la enzima se utilizé ditionita (Fig. 13) o sus
sustratos fisiolégicos, etanol o acetaldehido (datos nos mostrados). El espectro de
fotodisociacion se obtuvo cuando la muestra fue sometida a fotélisis por medio de tres
disparos de flash fotografico y se obtuvo el espectro post-fotélisis. El diferencial de
fotodisociacion se obtuvo por medio de la resta del espectro pre-fotélisis y el espectro

post-fotolisis

El diferencial de mondxido de la enzima PQQ-ADH present6 sefales para aductos
citocromo c-CO (valles a 419.6, 522.5 y 548.4 nm, respectivamente, Yy pico a 414 nm)

(Fig. 13; linea solida). El complejo c-CO fue disociado por luz (Figura 13; linea
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discontinua) como lo muestran las sefiales de pico a 414, 521.8 y 522 nm
respectivamente y valle a 540 nm. Este resultado refuerza la identificacion previa de

fierro de alto spin sugerida por el andlisis de EPR de nuestra enzima purificada.
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Figura 13. Espectro de mondxido de carbono y su fotodisociacion de la PQQ-ADH
purificada de la fraccion membranal de Ga. diazotrophicus. Diferencial de mondéxido de
carbono (linea sélida) y su fotodisociacion (linea discontinua). 200 ug de proteina fueron
resuspendidos en 1 ml de solucién amortiguadora de fosfatos 10 mM, pH, 6.0
conteniendo Triton X-100 al 0,1%. La enzima fue reducida con etanol o ditionita. El
espectro fue realizado a 77 °K.

6.4. Caracterizacion cinética
6.4.1. Propiedades cataliticas de PQQ-ADH.
6.4.1.1. pH 6ptimo y especificidad de sustratos.

Se determiné el efecto del pH sobre la actividad enzimética de la enzima PQQ-
ADH, donde se encontrd que la actividad de deshidrogenasa mostré un perfil simétrico
con un pH éptimo de 6.0 y considerable actividad en un rango de pH de 5 a 7, el perfil
fue casi idéntico para los dos sustratos fisioldgicos (etanol o acetaldehido) y aceptores

de electrones utilizados (PMS+DCIPIP o ferricianuro), como se muestra en la figura 14A.
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El punto isoeléctrico de la enzima PQQ-ADH fue determinado por electroenfoque en el

equipo Rotoford (Biorad) donde el perfil de distribucion de la enzima mostré la maxima

actividad a pH 6.0 y perfiles semejantes para ambos sustratos fisiolégicos como se

muestra en la figura 14B. Este resultado nos asegura que las actividades con ambos

sustratos fisiologicos radican en la misma entidad molecular purificada.
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Figura 14. pH éptimo y enfoque isoeléctrico de la enzima PQQ-ADH purificada. A)
Actividad de deshidrogenasa de la PQQ-ADH purificada dependiente del pH. 30 ug de la
enzima PQQ-ADH fue incubada solucién amortiguadora de citratos y fosfatos (McLlvaine)
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a diferentes pHs como es indicado en la figura. Se empled el ensayo de ferricianuro
reductasa. B) El enfoque isoeléctrico fue determinado en el equipo Rotofor (BioRad)
conteniendo amfolinas (obtenidas de Pharmacia) en un rango de pH de 3.4 a 9.0.

La especificidad por sustrato de la enzima PQQ-ADH de Ga. diazotrophicus es

presentada en la tabla 5; donde se observa que la enzima presenta la mayor actividad

con alcoholes lineales como etanol (95%), butanol

excepto el metanol que no fue oxidado.

(98%) y alcohol alilico (100%);

La enzima tiene capacidad de oxidar

acetaldehido con un 87% de su actividad respecto al mejor sustrato como alcohol alilico.
También oxida formaldehido (49%), propionaldehido (42%) y glutaraldehido (25%).

Llama la atencion que la PQQ-ADH purificada no tiene la capacidad de oxidar metanol;

pero en cambio, si oxida formaldehido.

Tabla 5. Especificidad por sustrato de la PQQ-ADH purificada de la fraccibn membranal

de Ga. diazotrophicus.

Sustratos Actividad relativa %
Metanol 0
Etanol 95
n-Propanol 90
n-Butanol 98
Alcohol alilico 100
Isopropanol 18
Glicerol 0
Sorbitol 0
Acetona 0
Formaldehido 49
Acetaldehido 87
Glutaraldehido 25
Propionaldehido 42
Benzaldehido 0
Glucosa 0

La preparacion enzimatica con una actividad especifica de 256 unidades/mg proteina
fue usada. La actividad de ferricianuro reductasa fue medida bajo condiciones estandar
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como es descrito en Materiales y Métodos. Los sustratos fueron adicionados a una
concentracion final de 0.02 M. La reaccion enzimatica fue realizada en solucion
amortiguadora de fosfatos 0.01 M, pH 6.0 en presencia de Triton X-100 al 0.1%.

Se determinaron los pardmetros cinéticos para los mejores sustratos oxidados por
la PQQ-ADH como etanol, butanol, alcohol alilico y acetaldehido (Tabla 6). La Km
obtenida para etanol nos indica que nuestra enzima es casi un orden de magnitud mas
afin que las PQQ-ADHs previamente caracterizadas de otras bacterias del 4cido acético.
Las Kms reportadas para las PQQ-ADHs de A. aceti (Adachi et al., 1978); G. suboxydans
(Matsushita et al., 1995) y Ga. polyoxogenes (Tayama et al., 1989) estan en el orden
de 1.2 a 1.6 X 10° M. En la tabla 6 también se muestran las constantes cinéticas para
butanol y alcohol alilico, no examinadas previamente en otras bacterias del acido

acético.

Tabla 6. Constantes cinéticas de los mejores sustratos oxidados por la PQQ-ADH
purificada de Ga. diazotrophicus.

Etanol 4.6 X 10™ 1.6 X 10° 3.6 X 10°
Butanol 1.0 X 10 1.5 X 10° 1.5 X 10°
Alcohol alilico 2.1Xx10" 1.5 X 10° 7.5 X 10°
Acetaldehido 3.7 X 10" 9.3 X 10° 2.5 X 10’

La actividad enzimatica fue ensayada como es descrito en materiales y métodos.

6.4.1.2. Curva de termoinactivacion de la enzima PQQ-ADH purificada.

El espectro de especificidad por sustrato nos indica que la PQQ-ADH de Ga.
diazotrophicus tiene la capacidad de oxidar alcoholes y aldehidos de cadena lineal, con
gran eficiencia. Los perfiles semejantes obtenidos para las actividades con etanol o
acetaldehido, en la determinacion de pH éptimo (Fig. 14A) y punto isoeléctrico (Fig.
14B) nos indicaron que la oxidacién de ambos tipos de sustrato es llevada a cabo por la
misma entidad enzimatica. En el mismo sentido, se analizdé el curso temporal de la

inactivaciéon térmica (40 °C) con ambos sustratos (etanol y acetaldehido) (Fig. 15). Las
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curvas de inactivacién para ambos sustratos fueron idénticas, lo que viene a confirmar
que la PQQ-ADH es una enzima bifuncional con eficiencia cercana para oxidar etanol y

acetaldehido.
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Figura 15. Perfil de termoinactivacion de la PQQ-ADH purificada. La enzima fue
incubada a 40 °C en solucién amortiguadora de fosfatos 0.01 M, pH. 6.0 conteniendo
Tritdn X-100 al 0.1 %. Se utilizé etanol (e) y acetaldehido (o) a una concentracion final
de 0.02 M. DCPIP + PMS fueron utilizados como mezcla de aceptores de electrones.

6.4.1.3. Analogos de UQ;o como aceptores de electrones para la PQQ-ADH.

La capacidad de la PQQ-ADH para utilizar quinonas andlogas de UQi;o como
aceptores de electrones fue medida por el ensayo espectroscopico de quinona
reductasa. Se ensay0 Decil ubiquinona (DUQ), Ubiquinona con una (Q;) y dos unidades
(Q2) de isopreno. La mayor actividad de quinona reductasa se obtuvo con la Q;. La
cinética con respecto a la concentracion de la quinona fue hiperbdlica. Las constantes
cinéticas determinados para la Q;, fueron: Km = 3.089 X 107 M, Kcat de 392.5 sy
Kcat/Km (Constante de especificidad para Qi) de 1.27 X 10° Mt s*. Conla DUQ Y Q2

no se obtuvo una curva de saturacién micaeliana bien definida como fue obtenida para

Qu.
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6.4.1.4. Reconstitucion de la etanol oxidasa en membranas de un mutante deficiente en
PQQ-ADH

Se realiz6 reconstitucion de la actividad de etanol oxidasa en membranas de Ga.
diazotrophicus C6 (mutantes deficientes en PQQ-ADH) con 50 ug de la enzima PQQ-ADH
purificada, etanol 0.02 M como sustrato y quinona soluble como mediadora de
electrones entre la PQQ-ADH y las membranas del mutante C6 de Ga. diazotrophicus.
Las quinonas ensayadas fueron: DUQ, Q; y Q.. Como se observa en la figura 16, Q, fue la

mejor quinona para reconstituir la actividad de etanol oxidasa.
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Figura 16. Ensayo de acoplamiento de la actividad de etanol oxidasa en membranas de
Ga. diazotrophicus cepa C6, deficiente en la actividad de PQQ-alcohol deshidrogenada,
con la enzima PQQ-ADH purificada y quinonas hidrosolubles como mediadores de
electrones. Se adicion6 50 pg de proteina PQQ-ADH purificada y 50 uM de quinona
soluble. La reaccion fue realizada en solucion amortiguadora de fosfatos 0.01 M, pH 6.0.
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Utilizando el ensayo de acoplamiento de la PQQ-ADH con quinonas hidrosolubles y
membranas de Ga. diazotrophicus de la cepa C6, se determinaron las constantes
cinéticas de la enzima y se compararon con las constantes obtenidas en el ensayo de
PMS-DCPIP reductasa previamente mostrados (Tabla 6). Para lo cual, se realiz6 una
curva de saturacion con sustrato etanol siguiendo la actividad de etanol oxidasa en el
sistema acoplado, utilizando a la Q, como mediadora de electrones. El sistema mostro
una cinética de saturacion tipica de Michaellis Menten para los sustratos etanol (Fig. 17)

o0 acetaldehido (datos no mostrados).
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200+
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100 4

Etanol [mM]

Figura 17. Curva de saturacion de la PQQ-ADH con sustrato etanol utilizando el ensayo
de acoplamiento de la actividad de etanol oxidasa con membranas de Ga. diazotrophicus
cepa C6 (deficiente en la actividad de alcohol deshidrogenada) y Q. como quinona
mediadores de electrones. La concentracion de etanol fue variada como es indicado en
la figura.

Los parametros cinéticos determinados en la PQQ-ADH purificada para el sustrato
etanol y acetaldehido son presentados en la tabla 7. De acuerdo a estos datos, la
afinidad de la enzima PQQ-ADH por el sustrato etanol en el sistema reconstituido de Ga.

diazotrophicus es casi un orden de magnitud mayor; debido a que la Km determinada
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con el método cinético de DCPIP reductasa para la enzima purificada es de 4.6 X 10” M
(Tabla 6) y en el sistema reconstituido de etanol oxidasas la Km obtenida para el etanol
fue de 7.56 X 10 M. Los pardmetros cinéticos como Kcat y Kcat/Km obtenidos para el
sustrato etanol estan en el mismo rango a los determinados en el ensayo de PMS +
DCPIP. Los resultados anteriores demuestran que las quinonas analogas Qi y Q. actian
con la misma eficiencia catalitica que los aceptores artificiales utilizados en los ensayos

habituales.

Tabla 7. Parametros cinéticos de la enzima PQQ-ADH obtenidos por medio del ensayo
acoplado de la enzima PQQ-ADH con quinonas solubles y membranas de Ga.
diazotrophicus cepa C6, deficiente en PQQ-ADH.

Parametros Etanol Acetaldehido
Deshidrogenasa Oxidasa Deshidrogenasa Oxidasa
Km 4.6 X 10™ 7.5 X107 3.7 X10° 1.1 X 10°
Kcat (s™) 1.6 X 10° 1.4 X 10° 9.3 X 10° 1.1 X 10°
Kcat/Km (M.s™) 3.6 X 10° 1.8 X 10’ 2.5 X 10’ 1.0 X 10°

La actividad enzimatica fue medida en solucion amortiguadora de fosfatos 0.01 M, pH
6.0 como es descrito en materiales y métodos.

6.4.2. Transferencia intramolecular de electrones PQQ-ADH purificada.
6.4.2.1. Determinacion de la transferencia intramolecular de electrones

La enzima PQQ-ADH presenta sus cuatro citocromos tipo ¢ en su estado reducido
cuando se le purifica (Fig. 18a). La transferencia intermolecular de electrones del sitio
catalitico (PQQ) hacia la quinona enddgena ocurre a través de los cuatro citocromos tipo
c; de tal manera que el transporte intramolecular de electrones se le puede seguir por
espectroscopia (Fig. 18a), igualmente su oxidacidon con ferricianuro de potasio puede ser
seguida de la misma manera (Fig. 18b); la enzima oxidada fue reducida con sustrato
etanol o acetaldehido a una concentracién final de 0,02 M (Fig. 18c), Yy posteriormente
reducida con ditionita para conocer el nivel maximo de reduccion (Fig. 18d). Como se
observa en la figura 18, la reduccién maxima de los citocromos tipo ¢ es alcanzada con

cualquiera de los dos sustratos ya que la ditionita no incrementa ese nivel de reduccion.
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Figura 18. Propiedades rédox del complejo PQQ-ADH purificado de Ga. diazotrophicus.
Una preparacién enzimatica conteniendo 100 ug de proteina, con una actividad
especifica de 256 unidades/mg fue usada. (a) Espectro del complejo de la enzima PQQ-
ADH como es purificada. (b) espectro oxidado del complejo de la enzima PQQ-ADH,
obtenido después de la titulacion de la enzima con pequefias cantidades de ferricianuro
de potasio y después, (c) la enzima vuelta a reducir con etanol (0.02 M). (d) Espectro de
reduccion total, obtenido con ditionita.

Alternativamente, la cinética de reduccion de los citocromos ¢ puede ser seguida
a longitud de onda fija (550-540 nm) como se muestra en la figura 19. La enzima
purificada (reducida) fue previamente oxidada con ferricianuro de potasio y se inicia la
reduccion con el sustrato etanol. Como se observa en la figura 19, la adicion de etanol o
acetaldehido es suficiente para que los citocromos ¢ se reduzan y en los 30 s se alcance
el maximo de reduccion con sustrato que corresponde a la reduccién total dada por la
ditionita. Con base en los resultados anteriores concluimos que los cuatro citocromos
tipo ¢ presentes en la enzima PQQ-ADH son reducidos por cualquiera de los dos tipos de
sustrato y que muy probablemente los 4 participen en la transferencia de e a la UQio

enddgena.
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Figura 19. Cinética de reduccion de citocromos ¢ de la PQQ-ADH purificada. La enzima
fue previamente oxidada con ferricianuro de potasio y entonces vuelta a reducir por
etanol (o) o acetaldehido (). La reduccion de los citocromos ¢ fue determinado por
medio del diferencial de absorbencia 554-540 nm.

6.4.2.2. Inhibidores especificos del complejo bcl también inhiben a la PQQ-ADH.

De acuerdo a lo reportado en las bacterias del género Acetobacter vy
especialmente por Flores-Encarnacion 2001 (Tesis doctoral) para Ga. diazotrophicus, se
demostré que esta bacteria no posee un complejo bc;; dentro de la composicion de su
cadena respiratoria. Sin embargo, andlisis en membranas de Ga. diazotrophicus
demostraron que inhibidores especificos de este complejo como antimicina y mixotiazol
afectan la actividad de etanol oxidasa, tal como lo corrobor6 Martinez-Yee, (2005. Tesis
de maestria) en Ga. diazotrophicus. El sitio de accion para estos inhibidores no ha sido

investigado por lo que decidimos localizar su sitio de accion en la PQQ-ADH purificada.
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Se postularon cuatro posibles sitios de unién de los inhibidores a la PQQ-ADH.

1) Que la inhibicion se llevara acabo a nivel del grupo prostético PQQ y en este
caso el sustrato no puede ser oxidado. Asi, el PQQ y los cuatro citocromos c
permanecerian oxidados en presencia del inhibidor.

2) Que la inhibicion se llevara acabo entre el grupo prostético PQQ y el primer
citocromo tipo c, localizado en la subunidad I. En este caso el PQQ quedaria
reducido pero los cuatro citocromos c de la enzima no podrian reducirse.

3) Que la inhibicion se llevara acabo en algun sitio ubicado en la secuencia de los
cuatro citocromos c; donde se observaria un nivel de reduccion parcial con
respecto a lo observable en ausencia del inhibidor.

4) Que la inhibicién se llevara acabo en el sitio de la Sl de la enzima donde la
UQio acepta los electrones. En este caso se observaria la reduccion total de los

cuatro citocromos c.

Con esto en mente, decidimos repetir la titulacién de la etanol oxidasa descrita
por Martinez-Yee (2005. Tesis de maestria) (Fig. 20) y compararla con la titulacién de
las actividades de PMS-DCPIP y ferricianuro reductasa en membranas y en la enzima
purificada (Datos no mostrados). Sin embargo, cuando se titulé la actividad de alcohol
oxidasa en membranas con inhibidores del complejo bc; mostr6 que a bajas
concentraciones de mixotiazol con sustrato etanol o acetaldehido, abatian
notablemente el consumo de O,. La lsp determinada en la fraccibn membranal con
mixotiazol fue de 0.3 uM con el sustrato etanol y de 5 uM con el sustrato acetaldehido
(Fig. 20A). La diferencia en la Iso registrada para los dos sustratos en membranas, se
debe probablemente a que el acetaldehido es oxidado por dos enzimas en paralelo: la
verdadera PQQ-ALDH y la PQQ-ADH; mientras que el etanol solo es oxidado por la ADH.
La actividad de PMS-DCPIP y ferricianuro reductasa de la PQQ-ADH para etanol o
acetaldehido no sufri6 un cambio significativo, a diferencia cuando la enzima fue
incubada con mixotiazol o antimicina (Datos no mostrados). Este resultado sugiere que
el sitio de inhibicién no se encuentra a nivel del PQQ o de la secuencia de los citocromos
¢, ya que de otro modo, los inhibidores deberian ser efectivos contra las actividades de

DCPIP y/o ferricianuro reductasa.
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Figura 20. Efecto del mixotiazol sobre la actividad enzimatica de la PQQ-ADH.
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A)

Actividad de etanol y aldehido oxidasa de la fraccion membranal de Ga. diazotrophicus.
B) Cinética de reduccion por etanol de los citocromos ¢ de la PQQ-ADH purificada

(oxidada con ferricianuro de potasio) e incubada con y sin mixotiazol
experimento con acetaldehido como sustrato reductor.

C) Mismo
La reaccion fue realizada en

solucion amortiguadora de fosfatos 0.01 M, pH 6.0. La enzima PQQ-ADH fue oxidada con
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1 mM de ferricianuro de potasio y reducida con sustrato etanol (e) o acetaldehido (7)) a
una concentracion final de 0.02 M. Mixotiazol (¢) fue adicionado a la mezcla de reaccion
a una concentracion final de 100 uM.

Por lo anterior, ahora solo faltaba definir el sitio de accion de los inhibidores,
dentro de la estructura de la PQQ-ADH. Para ello, la enzima purificada en su estado
reducido fue oxidada con ferricianuro de potasio (2 mM) e incubada con 100 uM de
mixotiazol (cantidad en exceso) durante 10 minutos a temperatura ambiente. A la par,
un control se incub6 con etanol o acetaldehido sin mixotiazol. La reaccion fue iniciada
con etanol (Fig. 20B) o acetaldehido (Fig. 20C), y se sigui6 el curso temporal de la
reduccién de citocromos ¢ (AA ss4 - 540 nm). Se cuantificd la reduccion relativa de
citocromos con respecto a la reduccion total generada con ditionita. En la figura 20B y
C, se observa que los niveles de reduccion de citocromos de la enzima incubada con
mixotiazol y reducida con etanol o acetaldehido son los mismos a los alcanzados con
ditionita, lo cual sugiere que la inhibicion se lleva acabo en el sitio de la Sll de la enzima
PQQ-ADH, donde la UQio acepta los electrones; ya que en este caso se observod la

reduccion total de los cuatro citocromos c.

Finalmente, la PQQ-ADH purificada en su estado reducido fue oxidada con Qi,
incubada con mixotiazol y reducida con etanol o acetaldehido como es presentado en la
figura 21; donde se observa que la enzima en ausencia (Fig. 21A) o presencia de
mixotiazol (Fig. 21B) se alcanzan los mismos niveles de reduccion a los obtenidos con

ditionita.
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Figura 21. Propiedades de reduccion de la PQQ-ADH de Ga. diazotrophicus. 100 ug de
proteina, con una actividad especifica de 256 unidades/mg fue usada en ausencia (A) o
presencia de mixotiazol (B). (a) Espectro de la PQQ-ADH como es purificada. (b) PQQ-
ADH oxidada con Q;, (c) la enzima vuelta a reducir con etanol (0.02 M). (d) Espectro de
reduccion total, obtenido con ditionita. EI mixotiazol fue incubado cuando la enzima fue
oxidad por Q.

Finalmente, ante la falta de efecto del mixotiazol sobre las actividades medidas
con colorantes redox como aceptores y sobre la cinética de reduccion de los citocromos
¢, decidimos ensayar el efecto del mixotiazol sobre la actividad de quinona reductasa
utilizando ubiquinona-1 (Qi) como aceptor de electrones. Este experimento nos
acercaria a condiciones de ensayo que serian lo mas cercano a un sistema fisiologico.
Como es presentado en la figura 21, la enzima purificada en su estado reducido fue
incubada con 100 uM de mixotiazol (cantidad en exceso) por 10 minutos, se adiciond
sustrato etanol o acetaldehido (0.02 M). La reaccion fue iniciada cuando se le adiciono
Q1 como aceptor de electrones y la reaccién Q;-reductasa fue seguida por la disminucion
de absorbencia a 275 nm. La enzima PQQ-ADH en ausencia de mixotiazol present6
actividad de quinona reductasa (Fig. 22a). En presencia de mixotiazol (Fig. 22b) o
antimicina (Fig. 22c) la PQQ-ADH no mostro actividad de Q;-reductasa; de tal manera
que estos inhibidores son capaces de inhibir drasticamente la reduccién de un aceptor
de quinona (Q.) por parte de la PQQ-ADH purificada. Este resultado nos refuerza la idea
que el sitio de union de los inhibidores del complejo bc; es a nivel del sitio de union de

la enzima PQQ-ADH con la quinona enddgena.
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Figura 22. Cinética de reduccién de ubiquinona-1 en (a) ausencia de inhibidores, (b) en
presencia de mixotiazol 100 pM o de (c) antimicina 100 puM.

Hasta el momento, se ha demostrado que los inhibidores como mixotiazol y
antimicina no impiden la reduccion de los cuatro citocromos tipo ¢ en la enzima
purificada. Los resultados generados nos permiten concluir que los inhibidores
especificos de bc;, tienen un mismo sitio de accion al menos sobre la PQQ-ADH de Ga.
diazotrophicus, y probablemente sea el sitio de uniébn a la quinona endogena,

impidiendo la transferencia de electrones de los citocromos ¢ a la ubiquinona endogena

(Q-10).

6.4.3. Determinacion de los productos finales de reaccion.

En la especificidad por sustratos la PQQ-ADH de Ga. diazotrophicus (Tabla 5), se
obaservé que la enzima tiene la capacidad de oxidar alcoholes lineales y aldehidos con
gran eficiencia. Se realizaron diferentes ensayos para saber si la enzima PQQ-ADH tenia
la capacidad de oxidar el etanol y llevarlo hasta acetato sin liberar el intermediario

acetaldehido al medio de reaccion. Para ello se realizaron los siguientes ensayos:
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6.4.3.1. Cromatografia de gases acoplado a masas.

La enzima PQQ-ADH en solucion amortiguadora de fosfatos 0.01 M, pH 6.0, fue
incubada con ferricianuro de potasio como aceptor de electrones y etanol como
sustrato. Después de haber transcurrido la reaccion, se tomé una alicuota y se aplico al
cromatoégrafo de gases. Dentro de los productos de reaccién determinados; se observa
al etanol con un tiempo de retencién de 2.73 minutos (sustrato inicial) y al acetato con
un tiempo de retencion 4.29 minutos como unico producto final presente (Fig. 23). No

se observo la presencia del acetaldehido como producto final.
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Figura 23. Determinacion de los productos finales de reaccién de la enzima PQQ-ADH
por cromatografia de gases acoplado a masas. Después de la reduccion total del
ferricianuro de potasio, una alicuota de la mezcla de reaccién fue aplicada al equipo de
cromatografia de gases acoplado a masas JEOL/JM-AXSOSHA.

6.4.3.2. Resonancia Magnética Nuclear (RMN).

Por RMN se determiné las sefiales de Carbono e Hidrégeno de los compuestos
presentes en la mezcla final de reaccion cuando la enzima fue incubada con etanol y
ferricianuro de potasio como aceptor de electrones. Se determin6é el carbono e
Hidrogeno para etanol, acetaldehido y acetato, los cuales fueron utilizados como

controles (Fig. 24).
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Figura 24. Determinacion de Carbono e Hidrogeno de etanol, acetaldehido, acetato y de
la mezcla de reaccion de la enzima PQQ-ADH por RMN. Espectros de Carbono de etanol
(a), acetaldehido (b), acetato (c) y de la mezcla de reaccién de la PQQ-ADH (d).
Espectros de Hidrogeno de etanol (e), acetaldehido (f) acetato (g) y de la mezcla de
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reaccion de la PQQ-ADH purificada (h). EI control etanol, acetaldehido y acetato
fueron resuspendidos a una concentracion final de 0.1 M en agua deuterada.

Como se observa en la figura 29, las sefiales de Carbono obtenidas para etanol
(17.6 y 58.2 ppm; Fig. 24a); acetaldehido (23.9, 30.9, 89.1 y 207.6 ppm; Fig. 24b) y
para acetato (21.2 y 177.5 ppm; Fig. 24c). Las sefiales de Hidrégeno para etanol (1.08,
3.55y 4.7 ppm; Fig. 24e); acetaldehido (1.2, 2.12, 5.14 y 9.55 ppm; Fig. 24f) y acetato
(1.97 y 4.7 ppm; Fig. 24g). Las sefales obtenidas en la mezcla de reaccion de la PQQ-
ADH para Carbono son: 17.8, 58.4 y 174.6 ppm (Fig. 24d) e Hidrégeno 1.08, 1.9, 3.55y
4.7 ppm) (Fig. 24h) respectivamente. Las sefiales de Carbono a 17.8 y 58.4
corresponden a las sefiales obtenidas para etanol; la sefial de 174.7 ppm corresponde a
las sefiales para acetato. Las sefiales de Hidrogeno de 1.08 y 3.56 ppm corresponden al
etanol y las sefiales de 1.9 y 4.7 corresponden a las sefiales para acetato. Con éstos
resultados; se detect6 al acetato como Unico producto final de la reaccion de la enzima
PQQ-ADH, y que el acetaldehido no es detectado por éstas técnicas como producto final

de la reaccion.

6.4.3.3. Ensayo de carbazida - carbazona con etanol radioactivo

Se utiliz6 el ensayo de carbazida para medir el producto final de la enzima PQQ-
ADH. En éste ensayo se utilizaron las mismas condiciones de reaccion que los dos
ensayos anteriores. Se utiliz6 etanol marcado radiactivamente como sustrato. Después
de la reduccién del ferricianuro, se midi6 la marca de '*C proveniente del etanol. Si
la PQQ-ADH produce acetaldehido al medio de reaccion, la carbazida lo atraparia y se
veria el corrimiento de la sefial de carbazida a carbazona; asi como la marca de **C
estaria presente en la mezcla de carbazida. Los resultados obtenidos son presentados

en la tabla 8.

Tabla 8: Reaccidn de la PQQ-ADH utilizando etanol radioactivo y carbazida.

Ensayo Carbazida (pm) Mezcla de reaccion (cpm)
Control (-) 13,285 386,175
Control (+) (ADH-NADH) 89,640 310,360
PQQ-ADH 12,525 383,400

cpm: cuentas por minuto
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La carbazida del control negativo presentdé una marca de 13,285 cpm,
probablemente se deba a la evaporacion del etanol. En el control positivo (ADH
dependiente de NADH) la carbazida presentdé una marca de 89,640 cpm. La carbazida
presente en la reaccién de la PQQ-ADH presenté una marca de **C de 12,525 cpm. La
mayor parte de marca (383,400 cpm) estuvo presente en la mezcla de reaccién, la cual
corresponde al 100% de marca inicial, si asumimos que la cantidad de marca

determinada en la carbazida fue debido a la evaporacion del **C-etanol.

6.4.3.4. Ensayo acoplado de 2,6 diclorofenol indolfenol con carbazida.

Este ensayo se realiz6 con la finalidad de observar de manera cinética y en el
tiempo la reduccion DCPIP y el incremento de absorbencia de la carbazona (Azzznm)
cuando éste ultimo atrapa el acetaldehido. Se utiliz6 solucién amortiguadora de fosfatos
y DCPIP como aceptor de electrones, etanol como Unico sustrato fue adicionado a la
mezcla de reaccion. La carbazida se disolvio a una concentraciéon de 5 mM. Como se
observa en la figura 25, conforme el DCPIP se va reduciendo, no se observa un
incremento de absorbencia de 223 nm, el cual corresponde al cambio de carbazida a
carbazona. Debido a la falta de un coeficiente de extincion de la carbazida, se realizo
una curva de acetaldehido-carbazida. El espectro de absorbencia de la carbazida mostro
un corrimiento de la sefal de carbazida a carbazona; de acuerdo a la intensidad de la
sefal se determind que la concentracion de acetaldehido liberado por la enzima PQQ-
ADH y atrapado por la carbazida durante la reaccion es de 0.5 mM, el cual corresponde
al 2.3% del producto final; es decir del 100% de producto, el 97.3% del etanol oxidado se

va hasta la forma de acetato y solo un 2.3% es liberado en forma de acetaldehido.

Bajo las mismas condiciones de ensayo, se cambio el ensayo de carbazida por
tiosemicarbazida debido a que éste ultimo tiene una especificidad mayor. Se observa
que las velocidades iniciales obtenidas con DCPIP y a la absorbencia registrada a 260 nm
(longitud de deteccién de la tiosemicarbazida) fue del 100% del producto de la PQQ-
ADH, la enzima libera al medio de reaccién 1.8 % de etanol oxidado en forma de
acetaldehido (0.3 mmoles de tiosemicarbazona); y que el 98% del sustrato etanol es
llevado hasta acetato (16.9 mmoles de sustrato/min. mg) y esto ocurre sin participacién
de la enzima ALDH, lo cual nos lleva a concluir que la enzima PQQ-ADH de Ga.
diazotrophicus es capaz de catalizar la doble oxidacion del etanol a acetato sin liberar

cantidades significativas del intermediario acetaldehido al medio. Este mismo ensayo se
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llevo acabo con butanol como sustrato, obteniéndose los mismos resultados. Esta es la
primera vez que se demuestra que una enzima PQQ-ADH de bacterias acéticas produce
una doble oxidacion del sustrato etanol sin liberar acetaldehido al medio. Esto lleva
pensar que la ADH de Ga. diazotrophicus seria, por si sola, capaz de llevar a cabo la

fermentacion oxidativa del etanol sin requerir la participacion de una ALDH.

0,0 T
'\'.,~~
"
§ 008 - q"‘-a..,
g RN
S ."’ﬂ-.,_
D 0p6 -
i
L]
: \\
S op4- R
iy ]
e ."h
- "'-.
‘-.'-'.
...-
op2 4 LU
000 . r T .
0 100 200 300 400 500
Tiempo (s)

Figura 25. Curso temporal de oxidacion de etanol por la enzima PQQ-ADH de Ga.
diazotrophicus. La enzima fue puesta en la mezcla de reaccién de DCPIP + PMS, y se
midid de manera cinética la reduccién del DCPIP (Asoonm) (linea discontinua). Cinética
de reduccion de la carbazida (Axsnm) €n el tiempo de reaccién. La celda de reaccion de
DCPIP + PMS sellada herméticamente fue conectada a la celda de reaccién que contenia
la mezcla de carbazida también sellada herméticamente. La formacion de carbazona-
acetaldehido se determin6 a 260 nm (Linea continua).
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DISCLISION,

En wste trabajo, optimizamas las candicionos para oxpresar Llos rovelos e la
enoma POO-ADH an oo dureatiopiures. EL maygar incrementa de actnadad de la enzima
fur abtenide cuanda etanol |0.5%) se adiciond coma uha fuente secundaria de carkans al
miethg de cultjvg LGIE sin comprameter & rendimiento felular comn sucede cuando e
crecida con etanol como Unica fuente de carbono (Tabla 2). La expresian de la FOO-
A0H v de La FOQ-ALODH fue sobraindudids en paraleld, sin afectar 1a expresion de la POQ-
GDH: resultando en un incremento de tres veces en las actividades de estas enpzimas
IPQO-ADH v POG-ALDHY.  Takemura & b, (1993 on A. peesdeurgnes estudiarion el
mecanismo de induccidn de la actividad de la PQQ-A0H por etanol, donde se obtova un
merementg de 10 vedet an las adhividades de la POH-A0H v POG-ALDH cuardo el medio
de cultiva fue suplementads con 3% de etanol come und faente de carbong secundaria,
Asi m'smo, Takemura et ar., (1993] demostraron en A, pasfeuriongs que cuando la
hacleria g5 credida con glucosd <amd unica foente de carbomg, la snless de Iy encma
POO-A0H depdends del promotor gue se localiza a 232 pares ¢e bases rio arriba de!
codon de Imcm de la traseripeatn. Cuando @] medic de cultivo es modocido con 2o
(3%, la transcripoifn de la enzima PQOEADH de AL pasteurianos se leva acabo por ol
oromotar localizado & 5% pares de bases rig arriba del codan de inicic de Ia

transcr ipeicn.

Es de llamar la atencion gue 1a cantidad de detergente requerido |0.5% v/v} para
salubilizar & |la enmima POG-AGH de la fracown membranal de o, digzatrophicnes es
menor 3 Lo reporlada para 4. aceti {adachi er al. 1978), Gluaronabacter subowydons
{Matsushita et al., 1%%3) v &g, polyoxoaenes {Tayama ef of .. 1%89] a 1.0% Triton ¥-100.
Debido a Ve baja concentracion de elereente Tritan X-100, nes hace pepsar gue La
PQQ-ADH v POQ-ALDH estan laxaments unidas 2 la membrana plasmatica, Alcas
cengcen racipres de Tritdn ¥-100 fuersn reguaridas para remover a la PQG-GOHm, ety

A Gue 0Ab enauma presemla un cruce transmembranal en la membrana plasmatica.

La enzima FQQ-ADY fue puriticada 42.6 veces vy sresentt una act’vidad de 256
unidades/me por ferricianuro redoctasa,  Esta actividad esk2 en concordancia a lo
encontradg en las POQOQ-ADHs purificadas de Go, polyexegenss |13 anidades s,
Tayama el al., 198%, 4 acedf {201 unidadesSmg; Marsushita et ol 1991) y de G
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suboyclans (T33 unidaces/me; Matsushita et 2., 19%5); donde ademas de la ARH activa
5 encontra una ADH inactiva (23 unidades/ma) gue s expresa cLardo la bacteria es
crecida 3@ altas concentraciones de aereacion y pH acido.  Sin embarec, en noestro
grupo de trabaje hemos caracterizade dnicamente la presercia de la enzima POGQ-ADH
activa y np hemas encantrada la presencia de una enzima POD-ADH iractiva como fue
descrity en G, suboaydons (Maksushita et ol 1995); a pesar de la alta @aereacion vy un
pH acido durante ¢l crocimienta colular, comdicioness que suponcn la presencia de la AGH
iInactiva, Hemos abservado gue durante el procesc de purificacion,  las mismas
fraccmnes fue presentacoh actividad para elanal, también prosenlaron actividad para
acetaldetnde; 1o cual nos indica que la enzima POQO-ADH tiene la capacidad de oxicar
alegheles (C2-Chyp v aldehidas de cagdena bincal (01-Ca81 Tn et sentielg es natalle ol
resultads que muesira, que no siendo e, metanal sustrato oxidable de la ADH. =i lo 25 el
Tormaldebide que es aodado a una velooidad relatwa sipnificativa (51% con respecto al
ctanal, Tahla 3]0 Mo teremos cxplicacion para csta selectividad eiferencial enlre gl
metanol ¥ su prodecte de oxidacion, el formaldehido, sebre todo que la velocidad de

pxiclacidn relativa del formaldehido con respecto a. etanol es Sonsilerablemente alta.

7.1, Caracterizacion molecular.
La enzima FQQ-ADH purificada £n gel Harivo presentd una banda homagenea con

masa melecy,lar relaliva de 115 ka (Fig. 7a) deteclada por etangl o acelaldebdo en la
zimografia i sty o en la tincidn con el azul de Coamass’e Fig. 7a, b). Bajo condicianes
desnaturalizants (Fip. Fol, La grzima POO-ADH fue disomada en dos subumidades con
masas maleculares de 71.4 v 4315 Ambas subunidades dicren reaccdn positiva a la
tincion de hemo peroxidasa. L3 subunidad | con ung mayor intensidad respecto a la
subwinidad |, En la dueterminacidn por Puidinn Pemacramo demdstiramas que la enzima
[resenta cuatfe citocromos pe ¢ par mol de enzma (datas ng mdsiradoy), Do acuerdg
a Las propicdades moleculares de la enzima POQ-A0H; ésta enzima periencoe al grupa
de las ADHs purificadas en las bacterias acide dcéticas que ticnen dos subunidades ¢ que
s@ han encortrads oracaments en lat espeies de Gloroonceiobacter, Coma  ©5
preventady enla 1abla 93 lo coal podria sen ultlizada coro gna herramignlg 1aagngm'ca
para definir al gepero Glucenocetobacter; en contraste, a le obtenido er .as sspacies de
Acrtasbacter v Oloconobocter {Tabla 9y donde ademas de 3 subunidad |y Il, se Fa

encantrado una tercera subunictad S de 1418 kDa con funcién descancoida.
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Tabla ?. Estruciura rwdecuolar de las ADHs membranales purificadas de las bacterias
acido aceticas.

Maca molacuar subunitac (kla)

Crgansmig Referencia
I I Il

A geet) - T2 “"5[:1 15 A:;.;m};.u el o, 1978 o
A, DUsEEUrianus T4 d4d 16 Eondo v Honnuachi, 1997
oL subaxydons 78 45 14 Matsushita cf ol., 1995
Gd. eUTOpSeLs 72 45 - Treek ot of . 2006
Gd. polyoxsgenas 72 44 . Tavama £t af., 1969
Ga. Xylfios 1 44 : {havez-Pachern, T006
Go. oivratrophocns 1.4 43,5 - Este trabajo

7.2, Propiedades espectroscopicas.

El espectro de absorcion de la enzima #Q0-40H comastrd gue o5 punficada on s
estado reducido al ipual que las otras enzimas alHz purificadas de las bacterias del
acide acétice. La incubacicn con ctanol o ditisnita ng acasiond an ncremems on ol
nivel de reduccion a lo obtenido con la enzima purificada.  El estado reducwdo de la
Enzima sugiere .a presencin de un agente oxidable durante el proceso de purificacian,
Recglladas sirmlares han sicg reportaddes para olras AJH: y <@ hg propussta que el
agente responsable de mantencr en estads reducido a la onzima o5 debico a Ia
presencia de trazas de alcohol o aldehidos contaminantes en los reactivas usddos
fluranta 2l proceso e purificacien {Adachi e ol,, 1978; Tavama et ol 2004y, En
MUESErD Cas0, proponenyos que ¢l estade reducida de la enzima o4 debidae a la presencia
de residuos de etow’ -etanol del detergente Tritdn X-100 wsado durante el proceso de
purificacicr: ol cual pedria sor un sustrata potencial para sor axidado por la enzima v asi
permancecer en sU ostado reducido.  Es importante moncionar que la ADH en sg ostaco
reducido es npotablemente estable ¥ que cuande se e oxida artificialment=, por

cualquier proceso, 13 enzima =e aglutina y se inactiva [datos no mostrados
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Lt cspoctry de absarcinn gooarz wisiblic de lo PQO-ADH preseata senales a 317y 150 wm
PO, w o a 417, 523 vy 333 nm icitooromos tipe €1, B0 PQQ fue confirmado por
esperroscgpin de fhirorescencia, presentande ma excitacion a 370 nm y una sefal de
emision & 480 nm; las cuales corresponden a las senales determinadas en el autentico
POQ (Duine ef af., 1987 Duine y Jongeian, 19689). Par EPR sc absered {0 prosendia del
radical areanico POQ (y = 2001 ol coad corrcsponde 4 Lo cncontradae on a0 ADH de
Comemongs tesfosterana (De Jong cf af., 1995 v fscudamonas geruginesa |Christophor
el Al 2004y, Por esla tecnica, s& obsere] que (2 enfima eska canslifuida por tres
homas de bajo spin |2 = 2.3F ¥y un hemo de alto spin (g = 4.3}. La prescncia de un hemo
de alta spin (g - 4.3) podea ser 2l responsable de formar el aducko con monadxidse de
carbono. Debidz a su nada react’vidad con oxigeno, pensamos que esta enzima ADI, a
pesar de gue presente un hemo de alto spin, no a2clia comg una oxidasa dentro sl
sistema  hicldgice e Go.  digrorrophicis. al igual gue o obecrvada oo Qoo
diozorrophicls; s¢ ha repertado  (Motswsnita of of., 1987) [a presencia de une hemo de
bajo spin que presentd la capacidad de formar el aducio con monoxido de carbong,

aducto gue fue parcialmente Intodseciadn onta Iraccion membranad de Q. sobegedane.

7.3, Caracterizacion cinética,

La cspocficidad por sustrato on [as ADHs purificadas on las bacterias acido
aticas ha sido relativamente restringida; generalmente, las ADHs tipo 1l que axidan
alcahales primarios de dos 4 seis atomes de carbono; no axidan metanal; pero s1 oxidan
alcoholes secundarios (Gaodwin v Anthoy, 1998, Malsushita et al,, 199¢; Matsushita ef
L. 199, La enzima PQQ-ADH do $o. polysxagenes presentd dentro de su
especificidad por suztrata la capacidad de caidar formaldletnde (62%), wliceraldehido
(44%] v acetaldehicls (18R] ademds de oxidar ucohales alifalicos. La actividad
detectada para aldehides fue propuesta comda una probable contaminante de la enzima
POG-ALDH 21 la fraccidgn purificada de la POQ-ADH. En este trapajo, 1a enzima ADF de
Go. diazotrophicus axda alcoholes primarios C2-C6: interesantemente el adcahal ablicg,
e o rsado or nueslrg labaratorio para la selgcoian ©e cepas mutantes deficientes en
la pnzima POQ-ADH fue el mejor sustrate. sequido por n-butamol, etanal v n-prapancl,
Por atro lado, addehidoz come acetaldehido  fue oxidade con un 858 de eficienma,
comparada a {3 obtenida con awcohol alilico [Talkla 31, formatdehido {49%),

propicnaldehido ¢42%] v glutaraldehido (25%); [a cual ta hace una enrima totalmere
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gifcrente & la POOQ-60H de Ga. polyoxagenas; va que on ol caso raferidn, e acetaldehido
fie 8l aldehida mas pobremente oxidads, meentras cue la enzima de G5, dizactraphicus
el acctaldehido es ol mejor sustrata axidadeo (B5%). Esta capacidad de axdar alcoboles
aldehidos w5 ung  propivdad que no ha sido descrita previarmente en enzimras ADH=
membranales tipo |If en las bactorias acido acéticas {adachi ef .0 1975 ameyarna ef
al. . 19871 Tayama ef ar., 193%; Matsusnita ef <., 1992 Matsushita e ad., 1995).  Las
parametros cineticos (Kim, ¥Ymasx v la constante de especificidad| para etancl, butanal,
alcohol alilico y acetaldehido {Tabla &, 7), demucsiran qui dsla encima esta muy cerca
de la perfeccion catalitica pues su parametro Kcat/Km estd muy cerca de la velocidada
de pracesss contralanay por difusidn. Es pertinents el considerar nue cuando |3 bactena
crece realizando la Fijacion Bicldgica de Mitrdaeno {FBN], la POO ADH podiia participar
actrvamente en la proteccion respiratoria de la Mitropenasa, colaborarco a la alka tasa
di: respiracion on Qoo digzotrophicas, previamente determinada ononlestra Jaboratana
par Flares Encarnacion et al,, {1%%%], La constante de Michaelis [Km) de la ADH para
ctanol y acetalderign fue de 4.6 % 10" My 2.9 x 107 M (Takla ), 1a Wir por elanol de
nuestra POO-ADH es casi un orden de magnitud menor a to reportado oa las ADHsS
purificadas ce O, poflyexogenes (Favama of of,, 1989) A, geeli (Adachi et alf,, 1975,
Adachi et al., 1978by v Go suwboxydan:s [(Ameyvanz v Adachi, 19220 Esta alla afin‘dad
podria ostar relacionada con su estie de wida endofite. donde la concentracior de
alcoholes naturales en los tejidos de la planta podra ser limitante a la actividad de la

B,

7.4. pH optima, punta isoelectrico y termoestabilidad de [a enzima ADH
purificada.

La actividad de fermosanure reduclasa de (e POO-ADH purificada presenta una
simalria btpica onorespoesta al pH; la actwadad madwma fue detectada a2 pH £.0 con
etanal ¢ actaldehido coma donadores de electrones (Fig. 14p. EL mismo pH optimo fue
obtenido por BCPIP reduclasa toalos ng mostrados); donde L& respuesta catal'tica de 12
anzima &l pH depende  de lag prapiedades del comple]s de s enzima,
indupendienterente del tipo de sustrato y del aceptor de electrones whilizads,  Este
unico pH optimo de 6.0 para ferrricianuro reductasa v PMS-OCF'P con etanol vy

acetaldehido es cantrario a lo que se epcontrd en las POO-ADH: de &, subokydans, A,
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methonolicus, 4. accti v 0. pelyoxogcncs. La enzima ADH de &, suboxydons presentd
acliviga cle Ferrviciamien reductasa en un amplio rango de pl gue va gesde el Acidera
hasta ¢l neatral  (Matsushita ef of., 1096]. La actividad de ferricianure reductasa para
La POG-ADH e 4. methonolicus (Frebortova ef o, 1998} preventd dos pHs apbmos a 4.3
y 7.0 mientras que la actividad de PMS reductasa presentd Ln range de pH optimo di
4.5 0 6.5, yla actividad de DCPIP reductasa cstuvo por debajo del pH de 6.0, o AGH de
A, aceti |Adacht et af,, 1978) presento una actividad de ferricianuro recuctasa can un
sola pH aptima de 4.0, Finalmente, [a enzima POO-ADH purificada de Go. polyosogenes
[Tayama ¢t ol.. 1989] presanto un ranga de pH oplimo de gH %.0 3 2.0 para la actividad
de forricianuro reductasa. Tanto en La POO-ADH: de G, subaxydons, Ao methanolfoos,
A, geeti y Ga. polyvoxogenss, g respuesta catalitica esta dada por el aceptar de
eleckranes dtilizada ¢ no gor las propredades maleculares dee ¢ada una oo las wircimas
coma pourre e@n la AQ-ADH Je Go. digsafropfiices gue presenio el mismo pH o optimo

independicnte del aceplor de clectrones utilizado.

El puntao isgelectrice determinado para la POQ-A0H fue de 6.1, el cual 25 menes
acin at encantrado on G, sobexydans (Matsushita ef al, 1996 que foe de 5.1 y al
encentrade en el compleja de la ALDH purificada de Go. diozotropficus que fue de 5.2

(e -Mangn ot g, 007

Lz estahiliclacl termica d& nuesira enzima PUQO-A0H fue wxam nada v 2 observo
quir al igual gue ta ADH de o pofycaogenes [Tavama er al., 198%; prosentg estailal
a una temperatura de 40°C., Coaando la enfma PUO-ADH de Go. digzofrophicus es
irrubada a A0 a difcrentes intervalos de tiempos soolseres que la actrodad de etans
p aewtaldehida ferriclanurg reduct asa preserdaron ung perdida de la actindad de farma

(raralela para o5 dos wustratos.

De aruerde a o expuesto con anterioridad en el process de purificacior de la
errima POOQ-ADH, caracterizacion molecular, caractenzacian cinetrca y pH aptima, e
ha demostrade que en [a fraccian purificada =& encuentra unicamente la enzima FQG-
ADH actiwa von capacided de owigar alopholes v aidehidos, v oue o esta oo-punficada
ran la enzirma PQO-ALDH del misme grganisma por: 1) detarminacitn 2irnagrafica de La
crezimma PO ADH in sty en geles PAGE-NATIVG, dende e rovels yn solo aligomena gus

tiene e capacidad do oxidar alcoholes y atdehides, v que ese odigomero se disocia en dos
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stburidades [(Fig, 7a, b) gue presentan masas moleculares muy diferentes a la
cocantrada on la PQG-ALDIN purificadd v caracterieada del maisma graarsmo (Gomeg-
Manzo ot of. . 2007). 2] Por curvas de termainictivacien 2 PQQ- ADH se absoned o
st decaim-antn Ao la actividad para atanol v acetaldahicda, 3 Determinacitn del
pH aptima de 4.0 para el sustrato etanol v acetaldehido, y de 3.5 para la POQ-ALDH
purificada por ferricianuro reductasa. 4 Determinacian del punto soe fctricn e 6.1, el
tual difiers otalmente al determinado en la POQ-ALOH ¢el mismo creanizmo que fue oe
5.2 [(Gomez-Manzo et aol., 200F] ¥ 5) Determimacicén v alineamicnta de la sccuchcias
internas e la swubumidad IF, gue presento oma alka igdlentidad con las secwencias ¢F Llas
PQO-ADHe purificadas de Ga. polyokogenes {gi 216186), (econcbocter europaues (3
1030421 ¥ Sducanghacter xydins (g 33338427].

.0, Transferencia intramolecular de electrongs,

Las abHs de las Badlorias goide aceticas funcignan como deshidrorenasas
primarias an la cadena respirataa, donde los clictrones remowidos del sustrato por la
enzirna son imoalmente trapsferidos 3 su grupo prostelicn POOQ v postenorments
pasacos 4 traves de los cuatre citocromos tipe € presentes €n ld enzima (uno localizado
&n 13 subuniclad 1 cf v tres Incalizadoy en la suburidad 1L, o, oz woolfy) a la ulngainona
membranal (UCk-o). La PQIE-ADH purificada de la fraccidn membranal de O
digretropiucus ©0 s composicin nativa presento actiicdad de o guineng reductasa 19k
o cual indica gue los clectrones provenientes de la axdidacién de aleohafes son

transferidos por los citocromos hasta ilegar & reducir a la quinana endogena,

Se determinardn los potenciales rédox de los cuatro citocromos ¢ de la PQO-A0H
2 13 13 oy 73T mY,

respectivamento. £l citecroma ¢ con un valar de 53 mY prebablemente sea el Que so

de G finpodropfiicus, 1os walores nhleradot foeran: 255

encuentre locdlizado en la subunidad | 4cfy,  y los tres citocromos restantes se

srcncrtran localizados on La subunidad e, oy el

Los valores de potencial rédox determinados para las cuatro hemas € de la POQG-
ADH de A, merkhonalicus fuercn -130, +49, #1383 v +1883 mY, a pH 7.0; v a pH 4 0 fueran
de: X4 137, 190 v 225 mY, respechtivamente. Crando esta enzima es divociada en los

complejos ANy 11y al ser recnnslitoda @ abacred gue des valeres de heoos © 2ol g

dees-Mansg, Sail



o regresan o su potencial rédoe narmal; mentras que gl patencial de oy y cif: no son
completamente recuperadecs [+78& v 174 mV| comparado a lo obtenido en condicianas
normales oue Tl de 1Y Y. La ne rac upaacidn de Las dos hemos © 1ol p o de la
POQ-ADH de A, methanolicys es correlacionado con los estudics cineticos gue han
sugeritht que uie de o Sitns de reacaitn eq ferricianerd no csuta trabajandno en la A0H
b -da (Frebonbava et gf., 1997}

El Putencial redex del hemo € de la &0H de C, testostaroni (ARH tipo (1) Qe Jong
af al., 1995} presentd un valor de +142 m¥ a pH 7.5 este valor es muy diferente a lo
encontrado en el nemo € en |a subunidad | de la ADH de &p. diazolropticws 1-5% my),
Ezta difswerncia de valores de potencial pucde cskar relacnada fon la oepoefania
fisiologica; va que el aceptor de electrones de las dos ADHs es diferente, En el caso de la
ADH sle Ga. deeotropfucus, los electraones son dransferigleos a oy emos £ de la
subunidad [l y despues a la ubiguinena; mientras que el aceptor de electrones de la A0H

de O, testgstaront @5 una proleing azul de sabre o afunng.

En espectros de absorcion de 1a POQO-ADH de A, methonolicus se nbservo que al
63% cdel hemo C Tuoe oxicado por ubaquinona a pH 4.%; Lo raal sugiere gue el hame o) s
i camponente na involucrade en o bansferencia de electrones a [ ubiouinona.
Hosatros hemos abservado que cuanda by enzima ADH en su estade reducido es incubada
con gquinond salube (G, el 100% de loy oloocremes © sen gxidacdos o pH B.D0 bs0 misrg,
la en2irna purificada en au cstade reducido fue axidada al 100% por {ferricianurs do
potasio y reducida con etanol o acetaldemdo, La enzima regresa a Los mismos 1ivelos de
reel 10n que presenta La enzima al fnal de La porifacidn (“as propared™). Los noweles
de redursien obtenidos con ditionita fuersn los mismos a los gque se obtuvieron despues
de la reduccion con aleehales a aldetidos,  Chavez-Vacheco (2006, Tesis doctorall 2n la
caractenzacien de la ADH membranal de (a0 eplioom cncontrd datos sinmlares a Los
abltemidas on la enzima ADH de G, suboxydans: esla o, dospuds deooxidar a La onzima
con ferricianure v al volver a sor reducida con etanal, se alcanza wn nivel do redaccicn
del 7% comparade a 1o obtenido con dit‘onita, Wegando a la concluson de que sclo tres
de 103 cuatro citacromas Lips © presentes en la enzima aoH de Gw. aylinom partioipan gn
I tramsiorencia intramolecular de eleckrones. Estos dakras nos indican que los cuatro
citocromos Lipo £ presentes 2n la enzima purificada de Goo diazctrophicus son

comeletaments  reducidus  por sustratos v muy  prebablemente  participan en la
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transferencia de eleccrenes a la UGy, esto a pesar do que encantramas un valor alfo de

potencial de +22F my en el complejo de la ADH de Qg dineotrophicys,

e demostre que ol ofecto del mixebazel sohre la actividad cpzimatica  de la
FO-ADH no esta dads & mivel del sitie catalitico (PQQ v de los cuatro citocromas tipo
, debidg a que cuando la enzima fue incubada cor ol inhibidar o obhtovieran los misnios
nivales de redurridn ron etanol y adetaldehids en presencia o ausencia de mixotiazol
como Tue presertade en la figura 20, ademds de gue los ensayos can PMSDEPIP o con
ferricianura no san afeclados por e inaibeclar (Fig. 21R). For 1o contrario, 1 ensaya con
2y como aceptor ‘ue totalmente inhibido por mixotiazol (Fig, £2) por 1o cual pwroponamas
gque @l sitie de pegado & inhibicicn del maxotizzol e 4 nlvel de opion de la gquinona

endogena |Qqt, localizado 2n la subunidad |l de esta enzima.,

7.6, Determinagign del producto final de a reaccion catalizada por la PQG-
ADH.

For cromatografia oc gascs: acoplado a3 masas, Aesondmoa Magnetica Nuoclear
{RMH). ensave acaplade de DCPIF a tiosemicabazida y etanol radicactiee, se domasbnd
gue la enz2ima POQ-A0H 5 capat de oxidar el etanol hasta acetato, =in la intervencion
de la enzima POQO-ALDA. Esta propicdad 2 hace una eazitma bifuncianal on 1Erminns ¢e
la capacigad de oxidar alcobales y aldehides con egran eficiencia; contraro a \z que
sucodn on las ADHS bifuncionales depondientes de HaD+ que pargeen sar Ln pradocts de
fusidn de los dos gones (ADH y ALDH) que sc cncuentran enlazadas por ona secuencia de
unian o un “linker”: va que en el extremo WHZ-terminal es altamente homeloge a la
famil'a de aldehidos oxidoreductasas dependientes de HAD v 2l extramo COCH-terminal
@5 hanologo 3 La familia aleehol oxidmedur tasa  dependiente de HAD que redquisre Fa'’
come cofactor. Estas ADHs han sido descritas en Clasirfdivar acelobutylicom (Mair ef
ol,, 1994], fschenchip coll (Goodlowve et @, 1989; Membrilla-Hernandez ot al., 2000},
Palytamerla o (Atteia et al.. 20031 y Lewconasior Mesenferotdes (Kaa of af., 235,
Eztas enzimas alcohol deshidrepenasas dependicntes de BAD- que posecn actividad de
alcoholfaldetids deshidrogenata en congciones de crecimeentg anaerobico convierten
@l metil-Cof a acetaldohido on ol domimie de la aldehico deshichgpenaza v #nouna
reaccion posteriar ol acetaldehido oo reducidae o etamol  en el dominio de la alealol

deshidropenasa.
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in embargo, dentro de las enzimas depencientes del grupo zrostéticn POG, solo
st ha carackericad a una quinohwemnopreteing PQOGFADH tipo 11 de Comomary
tastosterans |artes Fspodantonas fostosteranil que presentd la capacicad de axidar un
ampha capoctre de alcoholes primarios, sccundanios v aldehidas [(Groer ef arfl., 1936], la
cual, dentrp de su composicion oligomeérica, resultd ser un moncmero de &5 kDa
conteniendo como grupos prasteticas 1 mol de PO, 1 mol de hema tipo £ v 1 mol de
La™ pur cada mol de enzima. A pesar £e gue &5t enzima oxida alcohaoles y alcehidos,
e demostro que la enzima par i salay o4 capa? de cwidar ol oetanal oy libergr #]
intermediario acetaldehide al medio de reaccion. Mosotros memos caracterizado una
anzima Quinohemapratcing PQQ-ADH tipo 1 que recultd Sor an dwnera doe 115 kDa, an
subumdades de 71,43 kDa y 43,948 kJa. La erzima contiene 1 mal de POG, 4 maol de
herre © y 1 migl e Ca'

Ademas, por diversas estrategias experimentales hemos demostrado que la
enzima PGO-ADH e Go. digeatrophicns tiene la capacidad de ouidar aleoholes v
aldehides: y que el aldehido producide en ¢l ciclo de la reaccion a partir de etanal se
mantieng unide al sibg catalitica v es Levado hasta acetato. Fsta ws la srmera ver que
o0 demucstra que una POO-ADH [(ADH tipo M) o5 capaz de cakalizar la dable reduccidn n
sacuencia del etanol hasta acetate sin liberar el intermediaria acetaldemdo al medio de
reaccion como 25 presentado en la figura 26 v que los electrones provenientes de la
ag-dacion oo s asiraka, son Jdovados direetamente g la cadena respiratoria v participar
de manery activa on la “Proteccidn rospiratoria de Glucongrefobacter diarotrophicus
PALS. Muestros resultados son contrarios a los que gbtuve Groen et al., (1984), gquien
demostra que la ADH tipo U de Comomonas testosterond hibera el intermediang
acelaldohida al medhe. Nuestras resultadas madifican sustancialmente ol macamsmeo de
reacciin propuesto para ADH || donde se propone que el etanel v el mtermediario libre
aratallebido <ommlen por ol ©lio adlive (mocanisme allornativol. En nudstro Casn no
hay comgetencia pues el ‘ntermediario acetaldehido ne abandona el sitio activo (doble

reducidn secuencial}.
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Fleura 26. Modelo hipotético de la transferencia intramalecular de electrones de la
guinohemopratena acohsl destdrodenasa bpo 1 panificada de la fracown membranal
de Go. dinzotropfices, C) Cy, Oy Cify correspanden a s 4 sikies de homo © on cacda
ma de las subunidades |y I, respectivaments, 1y 25 representade como 2| sitie de
union de suinona in wivp,  EL POQ esta presente er la forma de sermiguinona (POGY)
cona fue ceterminada por EPR y Los hemo € 2stan en su farma reducida,
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VIIl. CONCLUSIONES.

Se optimizé las condiciones de expresion de la enzima PQQ-ADH en Ga.
diazotrophicus sin comprometer el rendimiento celular. Las actividades de las enzimas
PQQ-ADH y PQQ-ALDH fueron inducidas tres veces respecto al cultivo no inducido con
etanol (0.5%).

La enzima PQQ-ADH fue purificada de Ga. diazotrophicus con una actividad de
256 unidades/mg medida por ferricianuro reductasa; y la enzima fue purificada 42.6

veces.

En condiciones nativas la PQQ-ADH present6 una banda homogénea con una masa
molecular de 115 kDa detectada por zimografia in situ o con tincion de azul de
Coomassie. En condiciones desnaturalizantes la enzima fue disociada en dos subunidades
con masas moleculares de 71.4 y 43.5 kDa; ambas dieron reaccion positiva a la tincion

de hemo peroxidasa.

La enzima PQQ-ADH es purificada en su estado reducido. La incubacién con
etanol o ditionita no ocasiono un incremento en el nivel de reduccion a lo obtenido con
la enzima purificada. El espectro de absorcion de luz visible de la PQQ-ADH present6
sefiales a 317 y 350 nm (PQQ), y a 417, 523 y 553 nm (citocromos tipo c).

El PQQ fue determinado por espectroscopia de fluorescencia, dando una sefial de
excitacién a 370 nm y emision a 480 nm; El PQQ fue corroborado por EPR, donde se

obtuvo la presencia de un radical organico a una g de 2.001 (PQQ).

La enzima PQQ-ADH de Ga. diazotrophicus presento la capacidad de oxidar
alcoholes y algunos aldehidos; presentd un pH 6ptimo de 6.0 tanto para el sustrato
etanol y acetaldehido. ElI mismo pH oOptimo para ambos sustratos fue obtenido por
DCPIP reductasa.

Los parametros cinéticos para etanol, butanol, alcohol alilico y acetaldehido
demostraron que ésta enzima estd muy cerca de la perfeccion catalitica pues su
pardmetro Kcat/Km esta muy cerca del valor obtenido para procesos controlados por

difusion.
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Las secuencias internas determinadas para la subunidad Il, fueron alineadas; las
cuales presentaron una alta identidad con las secuencias de las PQQ-ADHSs purificadas de

Gluconacetobacter polyoxogenes, Gluconobacter europaues y Gluconobacter oxydans.

La PQQ-ADH presentd cuatro potenciales rédox de los diferentes citocromos ¢ con
valores de: -55, +42, +132 y +227 mV. El primer valor de -55 mV probablemente se
encuentra localizado en la subunidad | (cl), y los tres citocromos restantes se encuentran

localizados en la subunidad Il (cll;, cll; y cllz).

Los cuatro citocromos son oxidados por analogos de quinonas y ferricianuro de
potasio y vueltos a reducir por sustratos; lo que sugiere que participan en la

transferencia de electrones a la UQqo.

El efecto del mixotiazol sobre la actividad enzimatica de la PQQ-ADH no esta dado
a nivel del PQQ, ni en los citocromos c; si ho que que esta dado a nivel de unién de la

quinona enddgena (Qi0); localizado en la subunidad Il de esta enzima.

Por cromatografia de gases acoplado a masas, Resonancia Magnética Nuclear,
ensayo acoplado de DCPIP a tiosemicarbazida y etanol radioactivo, se demostré que la
enzima PQQ-ADH es capaz de oxidar el etanol hasta acetato, sin la intervenciéon de la
enzima PQQ-ALDH.

Gbémez-Manzo, Sall
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