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Resumen

Introduccion

En el presente documento, se exponen los resultados de un trabajo de investigacion enfocado
al estudio de lainteraccidén magnética entre los cofactores PQQ y el cimulo [2Fe-2S] presentes

en la enzima PQQ-ADH de la bacteria Ga. diazotrophicus.

En el capitulo 1, se detalla el sistema en estudio, el campo de aplicacién del magnetismo
molecular en sistemas bioldgicos, asi como algunos fundamentos de RPE y su aplicacion para
determinar interacciones magnéticas entre cofactores, en los denominados centros activos

de las proteinas, donde usualmente ocurre la transferencia de electrones o la catalisis redox.

En el capitulo 2, se plantea el objetivo general del proyecto del cual se desglosan los objetivos

particulares necesarios para este fin.

En el capitulo 3, se describe detalladamente el procedimiento experimental y la metodologia
modificada para potenciar el crecimiento de la bacteria Ga. diazotrophicus, de la cual se
obtiene la enzima PQQ-ADH completamente activa para su posterior caracterizacidon

molecular y espectroscdpica.

En el capitulo 4, se exponen y discuten los resultados obtenidos a lo largo del proyecto. En
primera instancia se dan los resultados del crecimiento de la bacteria empleando la
metodologia modificada, posteriormente se presentan los resultados de la purificacion de la
enzima PQQ-ADH vy finalmente, se proporcionan los resultados de los estudios de RPE a
temperatura variable y de saturacidn progresiva de microondas, los cuales proporcionan

informacidén sobre el ambiente magnético entre los cofactores de la PQQ-ADH.

El capitulo 5, reune las conclusiones formuladas a partir de los resultados obtenidos con base

en los objetivos planteados.
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Antecedentes

1. Antecedentes

1.1 Bacterias acido acéticas

Las bacterias acido acéticas comprenden un extenso grupo monofilético dentro de la familia
Acetobacteraceae, perteneciente al orden Rhodospirillales como parte de Ia
alfaproteobacteria [1]. Son bacilos Gram-negativos, no formadores de esporas, su tamafio
varia entre 0.4 a 1 um, siendo aerobios estrictos, su metabolismo es principalmente oxidativo
teniendo al oxigeno como aceptor final en la cadena respiratoria [2]. Pueden moverse debido
a la presencia de flagelos peritricos o polares. El intervalo de pH éptimo de crecimiento es 5 -
6.5, aunque también son capaces de crecer en medios acidos con valores de 3y 4 [3].

Poseen una pronunciada tendencia a oxidar incompletamente una gran variedad de azUcares
y alcoholes para producir los acidos correspondientes, este proceso es conocido como
“fermentacidon oxidante”, el sustrato es oxidado por deshidrogenasas de membrana y el
producto es liberado al medio [4]. Uno de los procesos mas importantes que llevan a cabo es

la oxidacién de etanol a acido acético [5].

1.1.1 Taxonomia y fisiologia de las bacterias acido acéticas

Este tipo bacterias han sido ampliamente estudiadas, en un principio, la taxonomia de dichos
microorganismos resalto ciertos criterios morfoldgicos y fisiolégicos. Una de las primeras

clasificaciones que se utilizé fue el uso de flagelos [6].

En 1898 Beijerinck establecid el género Acetobacter y la especie Acetobacter aceti fue afiliada
a él. Anos mas tarde, en 1935 el género Gluconobacter es propuesto por Asai [7], aunque el
hecho de que sus articulos estuviesen escritos en japonés limitd su difusién, y las bacterias

incluidas en este género eran capaces de oxidar, preferencialmente, glucosa a acido glucénico
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[8]. Asimismo, las especies provistas de flagelos polares fueron asignadas al género
Gluconobacter mientras que aquellas con flagelos peritricos se clasificaron en el género

Acetobacter [6] (figura 1.1).

Figura 1.1 Micrografias electrénicas de Gluconobacter y Acetobacter. a) Flagelos polares de
Gluconobacter suboxydans. b) Flagelos peritricos de Acetobacter aceti [9].

Posteriormente, en 1954, Leifson propone el género Acetomonas para cepas dotadas con
flagelos polares e incapaces de llevar a cabo la oxidacién de acetato [6]. La propuesta de los
términos génericos, Acetomonas vy Gluconobacter, provocd cierta confusion sobre
microorganismos similares, no obstante, la prioridad del nombre Gluconobacter sobre
Acetomonas se reconcid y Gluconobacter oxydans fue asignada como especie tipica de este

género [10].

Treinta afnos mas tarde, 1984, Acetobacter fue dividido en dos subgéneros: Acetobacter y
Gluconoacetobacter, provocando un cambio importante en la taxonomia de la familia
Acetobacteraceae. Sin embargo, en el afio 1998 se modific6 nuevamente la taxonomia y

Gluconoacetobacter fue reconocido como un género independiente [8].

La principal diferencia fisioldgica entre estos géneros fue la capacidad de las especies
Acetobacter para oxidar etanol a acido acético y posteriormente, la oxidacidén de este ultimo a

CO2 y agua mientras que las especies del género Gluconobacter no eran capaces de completar
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la oxidacion del acido acético [11]

La presencia mayoritaria de distintos tipos de ubiquinona en estos sistemas sugirid otra
caracteristica importante. Las especies del género Gluconobacter con ubiquinona Q-10 (UQjo)
fueron claramente distinguibles de Acetobacter, con ubiquinona Q-9 (UQy) [12]. Mientras que,
cultivos con prevalencia de Q-8 (UQg) y flagelos polares fueron clasificados como un nuevo

género, Frauteria aurantia [13].

Debido a un estudio quimiotaxondmico, en 1984, se propone la presencia de un nuevo
subgénero, Gluconoacetobacter (afios mas tarde corregido a Gluconacetobacter), dentro de
Acetobacter [14]. Otro de los aspectos que debe resaltarse es la propuesta del género
Acidomonas, para bacterias capaces de asimilar metanol, teniendo a Acidomonas
methanolicus como especie tipica [15]. Sin embargo, dichas modificaciones taxondmicas no
fueron reconocidas hasta que, en 1997, Yamada y colaboradores realizaron un estudio
filogenético, analizando las secuencias parciales del rRNA 16S, consiguiendo evidenciar la
existencia del género Acidomonas, asi como, elevar el subgénero Gluconacetobacter a nivel de

género [16].

Este Ultimo fue dividido en dos grupos de acuerdo con una nueva caracterizacidn fenotipica;
el grupo de Gluconacetobacter xylinus y el de Gluconacetobacter liquefaciens. Durante la
ultima década han sido integrados nuevos géneros al grupo de las bacterias acido acéticas, tal
es el caso de Komagatabacter cuya especie tipica es Komagatabacter xylinus [17], generando

un dramatico cambio en la taxonomia.

Actualmente la familia Acetobacteraceae esta conformada por 32 géneros divididos en un
grupo acético y un grupo acidofilico, 16 géneros en cada grupo. En el primero se encuentran
las bacterias acido acéticas (Acetobacter, Acidomonas, Ameyamaea, Asaia, Endobacter,
Gluconacetobacter, Gluconobacter, Granulibacter, Komagataeibacter, Kozakia, Neoasaia,
Neokomagataea, Nguyenibacter, Saccharibacter, Swaminathania y Tanticharoenia), mientras

que el segundo esta integrado por géneros acidofilicos y neutrofilicos [8].
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1.1.2 Metabolismo y respiracion de las bacterias acido acéticas

Generalmente, las bacterias acido acéticas se desarrollan en habitats que contienen una alta
concentracion de fuentes de carbono [2]. Su potencial metabdlico se ve reflejado en la
oxidacion parcial de alcoholes y azUcares para obtener productos de valor agregado. Aunque
suelen caracterizarse por la produccién de acido acético, a partir de etanol, también son
capaces de oxidar glicerol a dihidroxiacetona, D-glucosa a los acidos D-glucénico, 2-ceto-D-

glucdnico y 5-ceto-D-glucénico, D-manitol a D- fructosa y D-sorbitol a L-sorbosa [7].

El conjunto de reacciones por las cuales se lleva a cabo dicho proceso metabdlico es conocido
como fermentacion oxidante, esta implica la oxidacidn incompleta del sustrato acompafada
por la acumulacién de grandes cantidades del producto de oxidacién correspondiente en el
medio de cultivo [18]. Por su naturaleza el O; es requerido, su disponibilidad repercutiria en la

velocidad de la fermentacioén y, por ende, en su productividad [4].

Dos sistemas enzimaticos son capaces de efectuar las reacciones de deshidrogenacion. Ambos
difieren en ubicacién y funcidn dentro de la célula. Las denominadas vias oxidativas directas
implican la fosforilacidon no oxidativa de azucares, polioles, alcoholes alifaticos y ciclicos para

un rendimiento casi cuantitativo.

Este tipo de reacciones son catalizadas por deshidrogenasas localizadas en el espacio
peripldsmico de la membrana citopldsmica de las bacterias y estan directamente acopladas a
la cadena respiratoria, los electrones son transferidos al oxigeno, aceptor final, generando
bioenergia durante la oxidacién del sustrato para el crecimiento de la bacteria. Dependiendo
del grupo prostético que posean, pirroloquinolina quinona (PQQ) y flavina adenina
dinucledtido (FAD), se pueden clasificar en quinoproteinas y flavoproteinas, respectivamente

[7, 19, 20].

Para el segundo sistema enzimatico, se requiere la captacién del sustrato en la célula. Los




Antecedentes

sustratos son oxidados por enzimas citopldasmicas dependientes de NAD(P)* y los
intermediarios resultantes son fosforilados y, ademas metabolizados a través de la via de las

pentosas fosfato.

En las ultimas décadas se han identificado y caracterizado una serie de deshidrogenasas de
membrana involucradas en la oxidacién de sustratos (Tabla 1). Siendo las mas importantes
glucosa, alcohol, aldehido, sorbitol y glicerol deshidrogenasas, las cuales poseen

pirroloquinolina quinona (PPQ) como grupo prostético [21, 20]
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Tabla 1.1 Deshidrogenasas presentes en bacterias acido acéticas [7].

Deshidrogenasas Sustrato Producto Subunidades y grupo Especies
prostético
Alcohol 72 Kd (PQQ/hemo ¢) G. suboxydans
deshidrogenasa Etanol Acetaldehido 48 Kd (3 hemos ¢),
= 15Kd A. aceti
84 Kd (¢F-S G. oxydans

/molibdopterina,

Aldehido Acetaldehido Acido citosina A. Polyoxogenes
deshidrogenasa acético dinucléotido?),
49 Kd (3 hemos c), A. europaeus
= 17 Kd
Glucosa D-glucosa D-glucono-o- 80 Kd (PQQ) G.oxydans
deshidrogenasa lactona
Gluconato D-gluconato 2-ceto-D- 64 Kd (FAD), G. dioxyacetonicus
deshidrogenasa gluconato 45 Kd (3 hemos ¢)
=21 Kd
2-ceto-D- 2-ceto-D- 2,5-diceto-D- 61 Kd (FAD),
gluconato gluconato guconato 47 Kd (3 hemos ¢) G. melanogenus
deshidrogenasa =25 Kd
D-fructosa 5-ceto-D-fructosa 67 Kd (FAD),
deshidrogenasa D-fructosa 51 Kd (3 hemos ¢) G. industrius
= 20 Kd
L-sorbosa-5- L-sorbosa 5-ceto-D-fructosa G.suboxydans
deshidrogenasa
L-sorbosa-1- L-sorbosa L-sorbosona 58 Kd (FAD) G. oxydans
deshidrogenasa G. melanogenus
L-sorbosa L-sorbosona 2-ceto-L- 48 Kd
deshidrogenasa gluconato
Sorbitol D-sorbitol L-sorbosa 63 Kd (FAD),
deshidrogenasa 51 Kd (3 hemos ¢) G. oxydans
=17 Kd
Glicerol, meso- Dihidroxiacetona,
Glicerol eritrol, D- L-eritrosa, D- 80 Kd (FAD), G. oxydans
deshidrogenasa arabitol, D- xilulosa, L- =14 Kd G. industrius
sorbitol, etc. sorbosa, etc.
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1.1.2.1 Cadena respiratoria de las bacterias acido acéticas

El hecho de que las bacterias acido acéticas sean Gram-negativas implica que la fraccion
membranal esta constituida por una membrana citoplasmica interna y una externa. En general,
los componentes de la cadena respiratoria de este tipo de microorganismos estan localizados
en la membrana citoplasmica. En la figura 1.2 se puede observar que la cadena respiratoria de
las bacterias acido acéticas esta conformada por una serie de deshidrogenasas primarias y
ubiquinol oxidasas terminales conectadas mediante ubiquinona (UQ). Dos tipos de ubiquinona
pueden estar presentes en las bacterias dcido acéticas, esto dependerd del género,
ubiquinona-9 (UQg) en Acetobacter y ubiquinona-10 (UQio) para Gluconobacter,

Gluconacetobacter y Acidomonas [19, 22].

/—\ Periplasma
Deshidrogenasas

peripldsmicas

Membrana \.,

Ubiquinol
citopldsmica uqQ T iquino |

oxidasas
Deshidrogenasas terminales
citopldsmicas \

(0]

Citoplasma

Figura 1.2 Cadena respiratoria de las bacterias 4cido acéticas [22].

1.1.2.2 Oxidacion de azucares

En su mayoria, las bacterias aerébicas suelen oxidar sus fuentes de carbono completamente a
CO; y H;0, uUnicamente bajo ciertas condiciones de crecimiento algunos microorganismos
presentan una oxidacion incompleta, especialmente cuando existe una alta disponibilidad de
nutrientes en el medio. Por el contrario, las bacterias acido acéticas realizan una oxidacion
incompleta de sustratos aun en condiciones normales de crecimiento, depositando los acidos

correspondientes en el medio [1].
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Especies de los géneros Acetobacter y Gluconobacter carecen de la ruta metabdlica Embden-
Meyerhof-Parnas para llevar a cabo la oxidacién de diversos azucares [7]. Sin embargo, la ruta
Entner-Doudoroff Unicamente se muestra activa en cepas Acetobacter y Gluconacetobacter
gue se encuentren sintetizando celulosa [23]. Por otra parte, los azlcares pueden ser
metabolizados a CO; y H,0 por especies del género Acetobacter, de igual manera, éstas son
capaces de efectuar una oxidacién sobre acido acético y otros acidos organicos, denominada
sobreoxidacion de acetato, mediante el ciclo de los acidos tricarboxilicos. En contraste, las
cepas de Gluconobacter no poseen un ciclo de dacidos tricarboxilicos funcional debido a
deficiencias de dos enzimas clave; a-cetoglutarato deshidrogenasa y succinato
deshidrogenasa, siendo incapaces de metabolizar cualquier dcido organico. La via de las
pentosas fosfato ha sido reportada como la Unica ruta oxidativa terminal en especies de este

género [21, 24, 25, 26].

A pesar de que existen enzimas dependientes de NAD(P)* en el citoplasma como la D-glucosa
deshidrogenasa y 2-ceto-D-gluconato reductasa, son las enzimas independientes de NAD(P)*
las que realmente estan involucradas en la oxidacién directa de la D-glucosa a D-gluconato, a
2-ceto-D-gluconato, y posteriormente a 2,5-diceto-D-gluconato. Tales oxidaciones son
llevadas a cabo mediante las proteinas de membrana glucosa deshidrogenasa (GDH),
gluconato deshidrogenasa (GADH) vy 2-ceto-gluconato deshidrogenasa (2KGDH),
respectivamente (figura 1.3) [22]. Enzimas como GDH y GADH no se encuentran Unicamente
en las bacterias de acido acético, se han encontrado en una gran variedad de proteobacterias
incluyendo aerobios estrictos y anaerobios facultativos sin embargo, 2KGDH Unicamente esta

presente en especies del género Gluconobacter [19] (figura 1.3).
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Glucosa Gluconato 2-Cetogluconato 2, 5-dicetogluconato
| | !
I 1 u 1 H*
1 1 |
1 | 1
1 I 1
1 1 1

Periplasma : ! ! /_L
X GDH ' GADH :
1 I 1
1 I |
Membrana : i y Ubiquinol

: : : oxidasa

citoplasmica
uQ |v— > ua T uQ e UQH:

| l I \
1 1 1
| 1 1
1 1 1
H 1 1 1
Citoplasma v v v ; | ;

NADP-GDH 2KGR 2 H

Glucosa WGluconatOﬁ 2-Cetogluconato

NAD(P)  NAD(P)H 1  NAD(P)  NAD(P)H
1
1
1

A\ % \ 2
Ciclo de los Ciclo de las
acidos pentosas
tricarboxilicos fosfato

Figura 1.3 Oxidacion de glucosa en las bacterias acido acéticas. GHD glucosa deshidrogenasa, GADH
gluconato deshidrogenasa y 2KGDH 2-ceto-gluconato deshidrogenasa se localizan en la superficie de la
membrana citopldsmica y funcionan como deshidrogenasas primarias de la cadena respiratoria.
NAD(P)-GDH glucosa deshidrogenasa dependiente de NAD(P)* y 2KGR 2-ceto-gluconato reductasa
estan situadas en el citoplasma e intervienen en la asimilacion del sustrato [19, 22].

1.1.2.3 Oxidacion de alcoholes

Existen diversas enzimas oxidorreductasas capaces catalizar la oxidacion de alcoholes y se
pueden clasificar en tres grupos (figura 1.4) [27]:

1. Alcohol deshidrogenasas dependientes de nicotinamida adenina dinucleétido (fosfato)

(NAD(P))

11
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2. Alcohol deshidrogenasas que emplean pirroloquinolino quinona (PQQ) como prostético y
algunos grupos hemo tipo c. Estas son conocidas como quinoproteinas.

3. Alcohol deshidrogenasas que contienen flavina adenina dinucleétido (FAD)

X NH,
O_ +/
| N
o=—P—0
o
NH,
OH OH
o)
o)
N\
o—P—o0 INH
- [e] \ /K
r|\| N o
R
OH
NAD" PQQ FAD

Figura 1.4. Cofactores de las enzimas oxidorreductasas capaces de catalizar la oxidacion de alcoholes.

Debido a su notable capacidad para oxidar etanol a acido acético y la alta resistencia al mismo,
especies de los géneros Acetobacter y Gluconacetobacter son utilizadas para la produccion
industrial de vinagre, ejemplo tipico de la fermentacién oxidante. El mecanismo molecular de
la oxidacion del etanol ha sido ampliamente investigado y se ha establecido que se lleva a cabo
mediante dos reacciones sucesivas, catalizadas por las deshidrogenasas de membrana
dependientes de PQQ; alcohol deshidrogenasa (PQQ-ADH) y aldehido deshidrogenasa (PQQ-
ALDH) [22].

Los complejos ADH y ALDH estan estrechamente ligados a la cadena respiratoria, la cual
transfiere electrones a través de la ubiquinona (UQ) y una ubiquinol oxidasa terminal al

oxigeno, aceptor final de electrones, lo que resulta en la formacién de agua y una fuerza motriz
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de protones, necesarios para la produccién de energia a través de una ATPasa unida a la

membrana [24, 22].

CHsCH,0H —APH S chucHO + 20t ALPH S chicooH + 20

! \Aoy ALDH i H*
: i T
1 1
! |
Periplasma ' : —
: PQQ-ADH PQQ-ALDH I
| !
1 1
Membrana ! : Ubiquinol
citoplasmica I ! oxidasa
1
' ua T uaH, uQ | = UQH,
: | \
! ! N
Citoplasma | \ '
1 1
1 1
+
v v aHt 2H o0

CHsCH,OH / \¢ CH3CHO/_—\> CH;CHOOH +
02

NAD(P)*  NAD(P)H+H* NAD(P)*  NAD(P)H +H*

AcetilCoA
v

\ Acetato

ADP ATP  CoA

Ciclo de los
acidos
tricarboxilicos

CO;

Figura 1.5 Oxidacién de alcoholes en las bacterias dcido acéticas [22]

La oxidacién completa del sustrato (especificamente etanol) ocurre a nivel del citoplasma por

medio de deshidrogenasas dependientes de NAD(P)* (NAD(P)-ADH y NAD(P)-ALDH), el acido
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acético resultante puede ser utilizado por la acetil CoA sintasa para ser ingresado al ciclo de
los acidos tricarboxilicos (figura 1.5) [4, 24]. Con base en experimentos realizados con mutantes
de especies Acetobacter carecientes de ADH de membrana, ha sido posible probar que la
expresion de las enzimas ADH y ALDH dependientes de NAD(P)+ incrementa
considerablemente en presencia de etanol sin que la produccién de acido acético sea
observable, comprobando asi que las deshidrogenasas citoplasmicas utilizan el etanol
Unicamente como fuente de carbono, mientras que las enzimas peripldsmicas se ven

involucradas directamente en la produccién de acido acético [28].

Las alcohol deshidrogenasas dependientes de PQQ de muchas bacterias acido acéticas se
encuentran tanto en el espacio peripldsmico como unidas a la membrana citopladsmica. Estas

se pueden clasificar en tres tipos [29]:

- PQQ-ADH de tipo I, posee dos subunidades, generalmente solubilizadas en el periplasmay
contiene PQQ como Unico grupo prostético. La enzima mejor caracterizada de este tipo es

la metanol deshidrogenasa de Methylobacterium extorquenses.

- PQQ-ADH de tipo Il, la enzima es un mondmero que contiene dos grupos prostético; un

hemo tipo c y un PQQ.

- PQQ-ADH de tipo lll, estas deshidrogenasas se encuentran unidas a la membrana y son
especificas de las bacterias acido acéticas. Generalmente pueden estan formadas por tres
subunidades, la subunidad | (de 72-80 kDa) contiene un PQQ y un hemo tipo c. La
subunidad Il (de 45 a 55 kDa) posee tres hemos tipo ¢y la subunidad Ill (de 8 a 16 kDa) es
la mas pequefia y ayuda mantener asociadas a las subunidades funcionales (I y Il) a la
membrana, ademds de contribuir a la conformaciéon correcta de la ADH para una

transferencia electrdénica funcional [30]
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Diversas PQQ-ADHs han sido purificadas a partir de distintos géneros de bacterias acido
acéticas; Acetobacter, Gluconacetobacter, Gluconobacter y Acidomonas (tabla 1.2). Suelen
estar formadas por tres subunidades, a excepcion de las ADHs de los géneros

Gluconacetobacter, Gluconobacter.

Tabla 1.2 PQQ-ADHs de diversos géneros de bacterias dcido acéticas [31].

Especie Masas moleculares de las subunidades (kDa)
I Il 1
A. lovaniensis 72 50 15
A. pasteurianus 72 44 20
Ga. diazotrophicus 71 44 -
G. europaeus 72 45 -
G. intermedius 72 45 -
G. xylinus 71 44 -
G. oxydans 85 49 14
A. methanolica 80 54 8

1.1.3 Bacterias fijadoras de nitrégeno dentro de la familia
Acetobacteraceae

Histdricamente las bacterias acido acéticas han sido ampliamente estudiadas debido a su
capacidad para oxidar sus fuentes de carbono, generando productos altamente valorados a
nivel industrial. Aunado a esto, algunos géneros de la familia Acetobacteraceae son capaces

de fijar nitrégeno.

En un principio pararecia que esta caracteristica estaba restringida solamente a tres géneros;
Gluconacetobacter (Gluconacetobacter johannae y Gluconacetobacter azotocaptans) [32],

Swaminathania (Swaminathania salitolerans) [33] y Acetobacter (Acetobacter nitrogenifigens
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[34] y Acetobacter peroxydans [35]). Recientemente se han reportado especies de los géneros
Asaia (Asaia bogorensis y Asaia siamensis) [36] y Nguyenibacter (Nguyenibacter vanlangensis)

capaces de llevar a cabo la fijacion bioldgica de nitrégeno [7, 37, 38].

La primera bacteria acido acética reportada como fijadora de nitrédgeno fue Ga. diazotrophicus
[39, 40] . A diferencia de otros diazétrofos cuyo crecimiento es anulado a valores de pH
menores a 5, Ga. diazotrophicus logra crecer aun en condiciones acidas (pH 3) [41]. Ademas,
es capaz de excretar cerca del 50 % del nitrégeno fijado [42]. A pesar de carecer de la nitrato
reductasa, la fijacién de nitrégeno es viable aun en presencia de NO3 (25 mM) [43] y a altas
concentraciones de sacarosa (30 %) [39, 44], indicando una adaptacidn para crecer dentro de
la cafia de azucar [45]. Unicamente ocurre una inhibicién parcial en la actividad de la

nitrogenasa en presencia de NHs* (20 mM) y algunos aminodcidos [46, 47].

1.2 Gluconacetobacter diazotrophicus

Fue aislada por primera vez en 1988 a partir de raices y tallos de la cafia de azucar en diversas
regiones de Brasil, por Johanna Doébereiner y Vladimir Cavalcante (figura 1.6) [39]. En un
principio recibié el nombre de Saccharobacter nitrocaptans, pero en 1989 fue renombrada
como Acetobacter diazotrophicus (posteriormente corregido a Gluconacetobacter
diazotrophicus) [40]. A pesar de ser descrita como una bacteria enddfita de la cafia de azucar,
tolerante al acido y capaz de llevar a cabo la FBN, también se ha encontrado en cultivos de café

[48], pifia [49], rdbano, raices de remolacha [50], arroz [51] y platano [52].

Es un bacilo Gram negativo provisto de flagelos peritricos, mide entre 0.7-0.9 um y 2 um de
longitud. Puede verse al microscopio solo o formando cadenas [52]. Su temperatura y pH
Optimos de crecimiento son 30 °C y pH 5.5, no crece a pH 7 aunque en condiciones de FBN
crece hasta en pH 3. Es capaz de utilizar diversos sustratos como fuentes de carbono; glucosa,

sacarosa, galactosa, fructosa, etanol, manitol, glicerol, entre otros [39].
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i Xt

Figura 1.6 Micrografia electrdnica de Ga. diazotrophicus [39].

1.2.1 Metabolismo y cadena respiratoria de Gluconacetobacter
diazotrophicus

Al igual que la mayoria de las bacterias acido acéticas, Ga. diazotrophicus posee diversas
deshidrogenasas de membrana (quinoproteinas y flavoproteinas). Algunas se encuentran
orientadas hacia el periplasma (PQQ-GDH, PQQ-ADH y PQQ-ALDH) y otras hacia el citoplasma
(enzimas dependientes de NADH). Dichas deshidrogenasas estan acopladas a la cadena
respiratoria mediante la UQao, (véase 1.1.2 Metabolismo y respiracion de las bacterias acido
acéticas), asegurando el flujo de electrones para la sintesis de ATP requerido y el consumo de
oxigeno [53]. La UQap actiia como el pozo de electrones que posteriormente seran transferidos

a las oxidasas terminales presentes (figura 1.7).
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Glucosa Gluconato Etanol Acetaldehido Acido acético
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i H20
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Figura 1.7 Cadena respiratoria de Ga. diazotrophicus, conformada por las distintas deshidrogenasas
membranales que proveen de electrones a la ubiquinona Qqo. Las oxidasas ba3 y bb3 Unicamente estan
presentes en condiciones de fijacién de nitrégeno. (Adaptado de [53])

La concentracidn inicial de amonio, en el medio de cultivo, juega un papel determinante en la
expresion de ciertos componentes en la cadena respiratoria de la bacteria [53]. En condiciones
de fijacion de nitrégeno (baja concentracidon de amonio) se expresan dos ubiquinol oxidasas;
citocromo bas (a1) y citocromo bbs, mientras que a alta concentracion de amonio se expresa
el citocromo bd [54]. Aunado a esto, la membrana de Ga. diazotrophicus posee citocromos

tipo c estructuralmente acoplados a deshidrogenasas membranales.

Por otro lado, el metabolismo de azlcares y otras fuentes de carbono procede exclusivamente
por la via de las pentosas monofosfato, las vias Embden-Meyerhof-Parnas y Entner-Doudoroff

no son funcionales en la bacteria [55].
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1.3 Fundamentos magnetismo

El magnetismo molecular es un campo cuyo interés ha ido en aumento en los sistemas
bioldgicos, proporcionando informacién sobre la estructura molecular de complejos mono y
polinucleares, haciendo posible el estudio de las interacciones entre los centros metalicos a
partir del analisis de la susceptibilidad magnética y su dependencia con la temperatura. La
presencia de mds de una especie paramagnética en diversos sitios activos de multiples
metaloproteinas ha promovido la investigacién de sus propiedades magnéticas y el desarrollo

de compuestos modelo [56] .

Al aplicar un campo magnético externo H a una muestra se generard un nuevo campo
magnético intrinseco, conocido como induccién magnética, el cual es directamente
proporcional al campo magnético aplicado.

M = yH

Donde x es la susceptibilidad magnética, la cual es indica cuantitativamente la respuesta de un

material magnético en presencia de un campo magnético [56].

Existen diferentes tipos de comportamiento magnético observables en los materiales; en el
caso del paramagnetismo, el momento magnético inducido se encuentra paralelo al campo
aplicado, de modo que los espines estan orientados al azar y no interacttiian entre si. Mientras
que, en el caso de un material diamagnético, contrario al paramagnetismo, los momentos
magnéticos se encuentran alineados de forma antiparalela al campo, de modo que su
susceptibilidad magnética tendrd un valor negativo. Si los momentos magnéticos interactlan

entre si se tendran fendmenos magnéticos cooperativos [57]:

- Ferromagnetismo, se caracteriza por el alineamiento paralelo de los momentos

magnéticos, generando un momento magnético total.
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- Antiferromagnetismo, existe un alineamiento antiparalelo de los momentos
magnéticos, provocando que exista un momento magnético total nulo, si los
momentos magnéticos son iguales, o que sea un momento magnético total menor,

si son distintos.

- Ferrimagnetismo, es un tipo de antiferromagnetismo, también estd presente un
lineamiento antiparalelo de los momentos magnéticos, pero en este caso el
alineamiento no es proporcional por lo que existird un momento magnético

pequefo.

S§S P&

$ FPS P
4995 55 0

paramagnetismo  ferromagnetismo antiferromagnetismo ferrimagnetismo

Figura 1.8 Alineamiento de los momentos magnéticos para los diferentes tipos de comportamiento
magnético [58, 59].

Generalmente, el paramagnetismo es mucho mas fuerte que el diamagnetismo. Este ultimo es
independiente de la temperatura, mientras que el paramagnetismo es linealmente
proporcional al inverso de la temperatura. Dicho comportamiento es descrito por la ley de

Curie.

Donde T es la temperatura y C es la constante de Curie, la cual puede ser empleada para

caracterizar las propiedades magnéticas de cada sistema en particular [56].
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La forma mds conveniente de establecer experimentalmente que los sistemas obedecen la ley
de Curie es graficar el comportamiento de la susceptibilidad magnética en funcién de la
temperatura, de modo que se ajuste a una hipérbola, o bien, graficar el inverso de la
susceptibilidad contra la temperatura para ajustarlo a una linea recta que cruza por el origen
y cuya pendiente sera m = 1/C. La desviacion de esta relacion lineal y la ley de Curie se observa

en sistemas que exhiben efectos magnéticos cooperativos [56, 60].

En la figura 1.9 se muestran las graficas que se obtendrian al realizar los tratamientos

anteriormente descritos.

X (cm3/mol)
¥ (cm3/mol)
3
(Ii

Temperatura (K) Temperatura (K)

Figura 1.9 A) Susceptibilidad magnética en funcion de la temperatura y B) Inverso de la susceptibilidad
magnética en funcién de la temperatura, la respuesta de ambos comportamientos es caracteristica
para un sistema paramagnético [61].

Existen sistemas que no exhiben un comportamiento tipo Curie, este hecho puede deberse a
la presencia de uno o mas centros paramagnéticos en la molécula. Diversos procesos
bioldgicos son catalizados por metaloproteinas que tienen una, dos o mas especies
paramagnéticas, comunmente suelen ser metales de transicion y radicales orgéanicos, en sus
denominados sitios activos donde usualmente se lleva a cabo la transferencia de electrones o

la catdlisis redox. Este hecho ha promovido la investigacidén de sus propiedades magnéticas.

21



Antecedentes

Cuando dos momentos magnéticos de espin interactian, se define un nimero cudntico de
espin total, S. Si se tienen ligantes puente que unen a dos o mas centros magnéticos, los
espines electrénicos pueden anularse o reforzarse mutuamente, generando asi,
acoplamientos de tipo anti y ferromagnéticos, respectivamente. El primero es el mas comun

en sistemas bioldgicos y usualmente se le conoce como superintercambio.

La presencia interacciones de tipo ferro y antiferromagnéticas pueden identificarse mediante
graficas de x vs T. Este tipo de comportamiento estd descrito por la ley de Curie-Weiss, la cual
es aplicable Unicamente a altas temperaturas:

C

Y=T¥0

Donde O es la temperatura de Weiss. Si 0 = 0, el sistema es paramagnético, pero si 6 > 0 se
trata de un sistema ferromagnético y si, por el contrario, 8 < 0, se trata de un sistema
paramagnético (figura 1.10) [56, 61].

a) Ferromagnético

/

b) Paramagnético

c) Antiferromagnético

X (cm3/mol)

Temperatura (K)

Figura 1.10 Grafica de la susceptibilidad magnética vs la temperatura para un sistema de dos espines,
Sa =Sg=Y conJ=0 (== paramagnético), J > 0 (== antiferromagnético) y J < 0 (== ferromagnético) [56].
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Al graficar el inverso de la susceptibilidad magnética (1/x) en funcion de la temperatura, el
conjunto de datos experimentales se ajusta a una linea recta y se compara con la ecuacion de

Curie-Weiss

Donde, m = 1/C serd la pendiente de la rectay 8 /C = -b la ordenada al origen. De este modo,
es posible obtener los valores de las constantes de Curie (C) y de Weiss (0) (figura 1.11) [61].

Respuesta antiferromagnética © <0
g Respuesta J
-~ paramagnética i
’ ”~
5 8=0 e
=< o
-~ 3 ” e
_ - Respuesta
Y o g ferromagnética
" ¥ 6>0
¥ / Temperatura (K)
-6/C

Figura 1.11 Gréfica x! vs T para sistemas que obedecen la ley de Curie-Weiss de tipo
antiferromagnético (==) y ferromagnético (==), ley de Curie (==). (Adaptado de [61]).

Matematicamente, la interaccién de intercambio (/) para un sistema de dos electrones

desapareados esta descrita por el Hamiltoniano Heisenberg-Dirac-van Vleck (HDvV) [56]:

Arpw = - 2) 8105,
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Donde 81y 52 son los operadores de momento angular de espin para los dos electrones y J es
la constante de acoplamiento de intercambio, la cual suele expresarse en unidades de cm™. En
una interacciéon de intercambio entre dos especies con S = % se pueden obtener dos estados
de multiplicidad diferente: singulete (S = 0) y triplete (S = 1) (figura 1.12), la magnitud de la
interaccidon magnética (J) entre los dos electrones desapareados es proporcional a la diferencia

de energia entre ambos estados, de bajo y alto espin, respectivamente [62].

Un valor negativo de J (el estado singulete es de mayor energia que el estado triplete)
corresponde a una interaccion ferromagnética, por el contrario, si J posee un valor positivo (el
estado triplete es de mayor energia que el estado singulete) se tiene una interaccién

antiferromagnética [62].

Singulete (S=0)

Triplete (S=1)

Figura 1.12 La interaccién de intercambio separa la energia del sistema en dos estados: triplete y
singulete. El diagrama corresponde a una interaccion ferromagnética ( J < 0) [62].

Ademas, la magnitud de la constante de acoplamiento de intercambio J, dependerd
directamente de la distancia a la que se encuentren los centros paramagnéticos, asi como de
la geometria y la naturaleza de los ligantes que interactien con el mismo. Distancias cortas, o
una unidn directa entre las especies paramagnéticas, conducira a un acoplamiento muy fuerte,
mientras que los centros paramagnéticos que se encuentren mas lejanos exhibirdn un

acoplamiento moderado a débil [63].
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A una distancia igual o menor a 10 A, entre el radical orgénico y otro centro paramagnético,
como por ejemplo un centro metalico, se puede generar una interaccién de intercambio. A
distancias menores a 5 A dichos intercambios magnéticos son anisotrépicos mientras que a

distancias mas grandes son isotrdpicos [64].

A continuacion, en la tabla 1.3, se presentan algunos ejemplos de sistemas bioldgicos en los
gue se ha observado una interaccion de intercambio, siendo los acoplamientos

antiferromagneticos los mas comunes.

Tabla 1.3 Acoplamientos magnéticos entre radicales y centros metdlicos

Sistema J Tipo de acoplamiento
Catalasa [65] <0 ferromagnético
Trimetilamina deshidrogenasa [66] >0 antiferromagnético
Citocromo bos [67] >0 antiferromagnético

1.4 Fundamentos de RPE

La quimica bioinorganica de diversos metales como V, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Mo y W resulta
interesante debido a su paramagnetismo, el cual ha sido posible estudiarlo a través de la

espectroscopia de resonancia paramagnética electrénica.

El fendmeno de RPE fue descubierto en 1945 por Zavoisky y durante la siguiente década fue
desarrollado por fisicos para hacerlo un método practico de espectroscopia. Es una
herramienta sutil para estudiar especies paramagnéticas, debido a la sensibilidad de la técnica,
permite identificar el tipo de ambiente de un centro paramagnético definiendo tamafio y
forma del momento magnético producido por un electréon desapareado. Tales electrones
desapareados pueden provenir de un ion metalico de transicidon o bien, de ciertos radicales

organicos. Al ser una técnica no destructiva y muy versatil permite obtener informacién
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estructural, funcional y dindmica del sistema en estudio. Ademas, mediante la espectroscopia
de RPE se puede determinar cuantitativamente la cantidad de especie paramagnética presente

en un determinado sistema, asi como, el estado de espin de la especie paramagnética [68, 69].

Una vez obtenido el espectro de RPE se puede obtener informacion sobre el sistema en
estudio; (i) estado de oxidacion del centro metdlico; (ii) cuantificacion de la concentraciéon
paramagnética; (iii) caracterizacidn estructural; (iv) identificacidon de los ligantes basandonos
en la interaccion hiperfina de los dtomos con su primera esfera de coordinacién; (v)
caracterizacion funcional, tal como determinar la saturacion del ion metalico dentro de un sitio

especifico de la proteina [70].

Las frecuencias requeridas para que se genere el efecto de resonancia se encuentran en la
region de microondas, siendo la frecuencia de 9.5 GHz (Banda X) la mds comun en todos los
equipos de resonancia paramagnética electrénica (tabla 1.4) [69, 71]. Para un electrdn libre en
el vacio el valor de ge = 2.00232 a un campo magnético de resonancia de 3390 Gauss para una

frecuencia de banda X de 9.5 GHz.

Tabla 1.4 Bandas y Frecuencias empleadas en RPE (Adaptado de [60])

Banda Intervalo Frecuencia
(GHz) (GHz)
L 0.39-1.55 1.5
S 1.55-3.90 3.0
C 3.90-6.20 6.0
X 6.20—-10.9 9.5
K 10.9-32 23
Q 32-46 354
\Y 45 -56 50
w 75-110 95
D 110-130 120
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El espectro de RPE usualmente es representado como la primera derivada del espectro de
absorcién, ademas se pueden caracterizar en base a diferentes pardmetros como la intensidad,

ancho de la sefial, valor de g (de acuerdo a la posicidn) y el desdoblamiento de la seial [72].

La interaccién que se observa en RPE se debe a la alineacion del momento magnético del
electrén con un campo magnético externo aplicado, de este modo la energia del sistema esta
dada por:

E= —u.- By

Donde Bo es el campo magnético externo aplicado y ., el momento magnético del electrén.

Para un electron el momento magnético es proporcional a la proyeccién del espin:

Ue = _geﬁs

Donde B es el magnetdn de Bohr, g es el factor espectroscépico de desdoblamiento del
electron (g, = 2.002319 ) y S es el espin total de un electrén (S = 1/2 ). Debido a que las
energias estan cuantizadas, un electron desapareado Unicamente puede presentar dos
estados de energia permitidos (+¥ y -%.). De modo que, al aplicar un campo magnético, el
electron puede estabilizarse (Ms = -%4) o desestabilizarse (Ms = +%) y la magnitud de este efecto
varia linealmente con respecto a la intensidad de Bo. Esta interaccion es conocida como Efecto

Zeeman electrénico [69, 71].

La diferencia de energia entre los dos estados, debida a la interaccion del espin electrénico y

el campo magnético, esta dada por:

AE =g pzBoAMs = g puBg
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Donde ug es el magnetor de Bohr, h la constante de Planck. De esta forma el campo magnético
aplicado By, es inversamente proporcional al factor g, un pardmetro espectroscépico

caracteristico de los sistemas paramagnéticos en estudio [69].

La absorcién de energia ocurre cuando el campo magnético diverge los dos estados de espin,
Ms, de tal manera que la diferencia de energia coincide con la energia de radiacidn aplicada.

Este campo se denomina campo de resonancia, B, (figura 1.13).

m

Figura 1.13 Esquema del efecto Zeeman electrénico en funcidon del campo magnético. Condicién de
resonancia. Siendo g el factor g, B el magnetdn de Borh mientras que, E ., y E % indican la energia de
los estados de espin M=+ % y M, = - ¥, respectivamente [68].

Las transiciones que dan lugar el espectro de RPE son de naturaleza dipolar magnética y la

regla de seleccion para el nimero cuantico magnético, Ms, es [71]:

AMs -1
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En la mayoria de los sistemas biolégicos, el valor de g es anisotrépico con una dependencia de
orientacidn que significa que el valor efectivo g es diferente dependiendo de la orientacion de
la molécula con respecto al campo magnético aplicado. Con respecto a la simetria del tensor-

g se pueden identificar tres casos (figura 1.14) [73, 69]:

- Isotrépica, cuando los tres valores de los componentes del tensor g son iguales
(9x=gy=g:). El valor de g es invariante con respecto a la medicion y el espectro resultante

es una sefial simétrica.

- Axial, un Unico valor del tensor g difiere con el valor de los otros dos componentes

(gx =9y # g2)

- Rdmbica, ocurre cuando todos valores de los componentes del tensor g son diferentes

(gx # gy # g2)

a) isotrépico b) axial c) axial d) rémbico

Ix =89y =9; 9x =9y <4: Gx =9y > 9; 9x 9, %G,

™

Absorcién

9x =9y =9:

Derivada de
la absorcion

Campo magnético —

Figura 1.14 Representacion esquematica de los tres tipos de espectros de RPE resultantes que se
obtienen de acuerdo con la simetria y el valor de g [69].
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Ademas de la anisotropia, otro factor importante a resaltar en la RPE es que, al existir mas de
un electrén desapareado surgen otras propiedades a tomar en cuenta, como en el caso de los
metales de transicion. Cuando una especie paramagnética posee mas de un electrén
desapareado, un electrén puede sentir un campo magnético generado por los otros electrones
desapareados aun en ausencia de un campo magnético externo. Debido a esto, existird una
diferencia de energia entre diferentes los estados de espin en la especie paramagnética, tal

fendmeno se conoce como desdoblamiento de campo cero o interaccidn espin-espin [69, 71].

La presencia de un nucleo (I # 0) que interactda con un electrén del centro paramagnético,
dara como resultado un espectro RPE con multiples desdoblamientos de la sefial en 2nl +1
lineas donde n es el nimero de nucleos con espin nuclear I# 0. Dicha interaccién es llamada,
interaccién hiperfina. Esta proporciona mayor informacién sobre el sistema en estudio, tal
como la identidad y el nUmero de centros metdlicos que integran la molécula o el complejo,
asi como la densidad electrénica de espin. De igual forma, si el electrén interactda con el

nucleo de algun dtomo vecino, la interaccidon se denominara superhiperfina [60, 69, 68].

1.5 Alcohol deshidrogenasa de Ga. diazotrophicus

Desde hace varios afos se ha estudiado ampliamente la PQQ-ADH de esta bacteria. Siendo una
guinohemoproteina periplasmica es la responsable de catalizar el primer paso de la oxidacion
de etanol y transferir los electrones a la ubiquinona (Quo), generando acetaldehido, el cual serd
utilizado como sustrato de la enzima ALDH para generar el 4cido acético en el segundo paso
de la fermentacién de etanol. [74] Sin embargo, estudios recientes han demostrado que la
PQQ-ADH también puede llevar a cabo la oxidacion de etanol acido acético sin liberar

acetaldehido al medio.

A pesar de que la especificidad del sustrato de las ADH de tipo lll se restringe Unicamente a

oxidar alcoholes primarios (C2-Cs), no oxidan metanol, alcoholes secundarios ni aldehidos, la
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ADH de Ga. diazotrophicus es capaz de oxidar eficientemente formaldehido, propionaldehido

y acetaldehido, siendo este ultimo tan buen sustrato como etanol (tabla 1.5).

Tabla 1.5. Especificidad de la ADH de Ga. diazotrophicus para diversos sustratos [74].

Sustrato Actividad relativa %
Metanol 9
Etanol 95
n-Propanol 90
n-Butanol 98
Alcohol alilico 100
Isopropanol 18
Formaldehido 4
Acetaldehido 87
Glutaraldehido 25
Propionaldehido 42

Debido a que la bacteria crece en cierto intervalo de pH se determind el efecto de éste sobre
la actividad enzimatica de la PQQ-ADH. El resultado fue un perfil simétrico donde se puede
observar que el pH optimo es 6 (figura 1.15). El punto isoeléctrico (pl) obtenido
experimentalmente fue 6.1, siendo menos acido que el reportado para otras ADH de distintas

bacterias acido acéticas.

100 4

80 4

60 +

40 1

Actividad relativa %

201

pH

Figura 1.15 Dependencia con el pH de la actividad de la PQQ-ADH de Ga. diazotrophicus con
etanol-ferricianuro reductasa [74].
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1.5.1 Cofactores presentes en la alcohol deshidrogenasa de Ga.
diazotrophicus

La PQQ-ADH de Ga. diazotrophicus posee dos subunidades: SUI (72 kDa) y la SUII (44 kDa) y
hasta el momento se han encontrado tres grupos prostéticos que llevan a cabo la transferencia
electronica en la oxidacién de etanol efectuada por la bacteria Ga. diazotrophicus: hemos tipo
¢, cumulo [2Fe-2S] tipo ferredoxina y el grupo pirroloquinolina quinona (PQQ) como cofactor

[74].

1.5.1.2 Pirroloquinolina quinona (PQQ)

Entre las quinoproteinas destaca un grupo de deshidrogenasas, distintas a las enzimas
dependientes de flavina y nicotinamida, cuyo mecanismo catalitico involucra cofactores o-
guinona en su centro activo para llevar a cabo la oxidacidn de azucares, alcoholes y aminas en
el espacio peripldasmico de las bacterias Gram negativas. Las amino deshidrogenasas contienen
TTQ (triptéfano triptofilquinona) y CTQ (cisteina triptofilquinona) como grupos prostéticos,

mientras que las alcohol deshidrogenasas son dependientes de PQQ (figura 1.16) [75].

H
H3C(H2C)2—N— CH_C_(CH2)20H3
H,C
o 2

N H
COOH  H3C(HpC)o——N——CH——C——(CH,),CH3 N

CH, /

O
o
CH,
(@]
o H3C(HzC)——C——C——NH
o O (CH;),CH3
PQQ TPQ TTQ

Figura 1.16 Estructuras de los distintos cofactores o-quinona, PQQ (Pirroloquinolina quinona), TTQ
(triptdfano triptofilquinona) y CTQ (cisteina triptofilquinona).
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Un gran nimero de alcohol deshidrogenasas en bacterias son dependientes de NAD(P) y llevan
a cabo su funcidn en el citoplasma. Sin embargo, algunas bacterias gram negativas oxidan

alcoholes o aldosas mediante enzimas que contienen PQQ como grupo prostético.

Anthony y Zatman reportaron en 1967 un nuevo grupo prostético, PQQ, aislado por primera
vez en las enzimas glucosa y metanol deshidrogenasa. La estructura del PQQ es una o-quinona,
los carbonilos en las posiciones C4 y C5 del anillo de la quinona se reducen a semiquinonay a

quinol durante la catalisis [75].

Las PQQ-deshidrogenasas pueden ser monoméricas o multiméricas, pudiendo contener
hemos como un segundo grupo prostético (quinohemoproteinas) [29], se encuentran solubles
en el periplasma o ancladas a la membrana. Dependiendo de la deshidrogenasa, la
transferencia electrdnica se puede generar del PQQ hacia un citocromo tipo ¢, citocromo tipo

b, proteinas azules de cobre, cimulos [2Fe-2S] o a la quinona membranal (Q) [75].

Todas las deshidrogenasas dependientes de PQQ requieren Ca2* [76] para su actividad,
excepto la enzima de membrana glucosa deshidrogenasa (mGDH), en cuyo caso forma
complejos con Mg?*. Se llevaron a cabo diversos experimentos con la enzima soluble glucosa
deshidrogenasa y metanol deshidrogenasa (MDH y s-GDH) en los que se reemplazé el calcio
por otro cation divalente de la misma familia como Sr?* o Ba?* sin embargo, se observaron
alteraciones en las propiedades cinéticas, indicando la importancia que posee el calcio en la

catdlisis, ya que contribuye a la polarizacion del enlace C5-05 del PQQ (figura 1.17) [29].
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Trp243

Figura 1.17 Sitio activo de la enzima metanol deshidrogenasa proveniente de Methylobacterium
extorquens. Se puede observar al PQQ coordinado a un dtomo de Ca?* [77]

El espectro UV-Vis de las quinohemoproteinas dependientes de PQQ posee bandas de
absorcion caracteristicas entre 300 y 420 nm, debidas al enlace del PQQ, dichos valores se ven
afectados por el entorno molecular y no es conveniente emplearlos para la identificacion

definitiva del grupo prostético [75].

1.5.1.3 Cimulos [2Fe-2S]

Las proteinas hierro-azufre constituyen una de las clases mas grandes de proteinas no hemo,
generalmente poseen una geometria tetraédrica, encontrandose comunmente coordinados a
sulfuros provenientes de residuos de cisteina o tioles, aunque también se ha observado la
presencia de otros residuos. Los cumulos Fe-S con diferentes nlcleos se encuentran en el sitio
activo de un gran numero de metaloproteinas, fueron detectados en primera instancia
mediante la espectroscopia de resonancia paramagnética electrénica. Los cimulos de Fe-S se
pueden clasificar en: Rubredoxinas ([Fe-S]), Ferredoxinas (cUmulos [2Fe-2S], [3Fe-4S] y [4Fe-
4S] de bajo potencial), Rieske (cumulos [2Fe-2S] de alto potencial) y HiPIPs (proteinas hierro-

azufre de alto potencial [4Fe-4S]). Los hierros generalmente poseen geometria tetraédrica,
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encontrandose comunmente coordinados a sulfuros provenientes de residuos de cisteina o

tioles, aunque también se ha observado la presencia de otros residuos (tabla 1.6) [78, 79].

Los cimulos Fe-S, llevan a cabo diversas funciones que incluyen transferencia de electrones,
catdlisis enzimatica, regulacion. Ejemplos pueden encontrarse en las ferredoxinas [2Fe-2s]
pertenecientes a las bacterias fijadoras de nitrégeno, asi como, en las proteinas tipo Rieske,
elementos esenciales para la conversidon de energia, de las cadenas transportadoras de
electrones respiratoria y fotosintética. Generalmente, cada cimulo es capaz de transferir un

electrén a la vez [80].

Todas las ferredoxinas [2Fe-2S] poseen un espectro de UV-vis muy similar, con bandas situadas
en 280 nm y 320 nm, ademads de absorciones en la regién del visible en 420 y 460 nm (figura
1.18). En su forma oxidada presenta un hombro en 560 nm. Otra caracteristica a notar es que,
usualmente tienen bajos potenciales de reduccién, entre -460 mV y - 300 mV, dependiendo
del tipo de cumulo, estructura de proteina, enlaces de hidrégeno, solubilidad y ligantes

coordinados al hierro [81].

lAquifex aeolicus Fd1
|
1 l L] l 1 gls 1’?8 I T
0.0 1— : ; ; .
0 a8 S S0 T8 s 300 320 340 360 380 400
Wavelength (nm) Magnetic Field (mT)

Figura 1.18 Espectros representativos del cimulo [2Fe-2S]* tipo ferredoxina de la especie Aquifex
aeolicus. (A) Espectro UV-vis de la forma reducida (linea en negro) y oxidada (linea en azul) del camulo.
(B) Espectro de RPE en banda X del cimulo [2Fe-2S]* [82].
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Tabla 1.6 Cimulos Fe-S [78]

Cumulo Clase Estructura Estados Transicion Espin
redox total
Fe?* 2
1Fe Rubredoxina Fe 2+/3+
Fe3* 5/2
Ferredoxina [2Fe-2S]1+/2+ 2Fe3* 0
2Fe-2S Fe3* Fe?* 1/2
Rieske 2Fe3t 0
[2Fe-25]++/2*
Fe3* Fe?* 1/2
2Fe?>* Fedt 2
3Fe-4S Ferredoxina [2Fe-2S]1+/2+
3Fe3* %
Ferredoxina [4Fe-4S]1+/2+ 4Fe25+ 0
2Fe?>* 2Fed* 1/2
4Fe-4S
HiPIP [4Fe-45]%+/3+ 4Fe25* 0
2Fe?>* 2Fed* 1/2
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1.5.1.4 Hemos tipo ¢

Dentro de las hemoproteinas, los hemos integran el grupo mas grande y versatil que ha sido
estudiado a nivel bioquimico e inorganico debido a su intervenciéon en numerosos procesos
biolégicos vitales incluyendo; la transferencia electréonica, oxidacién de sustratos,
almacenamiento de iones metalicos, ligantes de deteccién, biosintesis de esteroides,

respiracion aerébica e incluso en la apoptosis [83].

Inicialmente, fueron descritos en 1884 por MacMunn como pigmentos respiratorios, sin
embargo, en 1925 David Keilin les dio el nombre de citocromos vy los clasificé de acuerdo al
espectro de absorcion obtenido en su estado reducido [84]. Actualmente, se han descubierto
mas de 70,000 citocromos diferentes. Estdn presentes en la membrana interna de la

mitocondria, asi como en una amplia variedad de bacterias [78].

La palabra “hemo” describe especificamente al complejo ferroso del ligante macrociclico
tetrapirrdlico, protoporfirina IX. El hierro del grupo hemo juega un papel indispensable en la
actividad de los citocromos ya que cambia su estado de oxidacion de Fe?* a Fe3*, durante su
actividad [C3]. De acuerdo a la naturaleza del grupo hemo que contengan los citocromos se

pueden clasificar en hemos de tipo g, b, ¢, d, fy o (figura 1.19) [78].
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Figura 1.19 Estructuras de los diferentes tipos de hemos (tomada de [78]).

Los hemos tipo b poseen grupos vinilo en las posiciones 2 y 4, los hemos tipo a tienen un grupo

formilo y largas cadenas hidrofébicas de isopreno unidas a la porfirina. Estructuralmente los
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hemos tipo ¢ son similares a los tipo b, excepto por los enlaces tioéter a residuos de cisteina

proteinicos que reemplazan a los grupos vinilo (figura 1.19) [85].

Dependiendo de los sustituyentes del grupo hemo, en las especies reducidas, se producen

cambios caracteristicos en los maximos de absorcion de los citocromos en el espectro de UV-

Vis. Cabe resaltar que el espectro electrénico de los citocromos tipo ¢ estd dominado por la

transicion T — m* que dan origen a una banda intensa alrededor de 410 nm (banda Soret o ¥)

y dos bandas débiles en el intervalo de 500 a 600 nm (tabla 1.5 y figura 1.20) [78].

Tabla 1.7 Parametros de los espectros UV-VIS de distintos citocromos en estado reducido [78].

Hemo Banda a (nm) Banda a de la E€mMm
proteina reducida
(nm)*
tipoa 587 587 - 611
tipo b 557 557 -563 26
tipoc 550 549 - 561 34.4
tipod 613 630-635 29.1
tipo d; 620 620 — 625
tipoo 553 553 - 560 24
025 [ T ' T T T 7]
417 (D)
020 -
418 (A) 430 (B) 432 ©| , el
o lax) = 34,4 € () = 26 Fn () = 24 =
620 § o0
524,557 587 o
L. ™ SN > N ewp T e
400 500 600 400 500 600 400 500 600 700 400 450 500 550 600 650 700

Longitud de onda (nm)

Longitud de onda (nm)

Figura 1.20 Espectros de UV-Visible caracteristicos de los: A) hemos tipo b, B) hemos tipo a, C)

hemos tipo d;y D) hemos tipo c[78, 86].
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1.5.2 Propiedades magnéticas de los cofactores presentes en la PQQ-ADH
de Ga. diazotrophicus

1.5.2.1 Pirroloquinolina Quinona PQQ

Los estados redox del cofactor PQQ que poseen mayor relevancia a nivel bioldgico son:
quinona (PQQ), semiquinona (PQQH") y quinol (PQQH;) (figura 1.21). Las formas reducidas son
inestables a condiciones fisioldgicas (excepto cuando estan enlazadas a la enzima): bajo
condiciones aerdbicas, la oxidacion del PQQH. por O, Unicamente es posible a pH acido,
mientras que PQQH"* solamente muestra estabilidad a valores altos de pH y condiciones
anaerdbicas [87]. Cabe resaltar que el cofactor PQQ en la PQQ-ADH se encuentra en estado
reducido, Unicamente por un electron, por lo que se encuentra como un radical orgdnico,

teniendo un S = %.

Figura 1.21 Estructuras del cofactor PQQ: quinona (PQQ), semiquinona (PQQH") y quinol (PQQH,).
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1.5.2.2 Cimulo [2Fe-2S]

Las ferredoxinas [2Fe-2S], funcionan como agentes redox en el metabolismo oxidativo de
diversos sistemas. En estado oxidado, ambos centros metdlicos son Fe3*de alto espin, debido
a que ambas especies se acoplan antiferromagnéticamente, el espin total del cimulo en

estado oxidado es S = 0 (figura 1.22) [80, 79] .

Fe3+ Fe2+ —— ——

S=2 S=5/2

Figura 1.22 Desdoblamiento de los orbitales d para un cumulo [2Fe-2S] tipo ferredoxina en estado
oxidado. Los dos hierros de alto Fe® espin se encuentran acoplados antiferromagnéticamente, de
modo que el espin total serd S =0.

Mientras que en estado reducido se presenta una valencia mixta, teniendo un Fe?*y un Fe3*,
ambos de alto espin (figura 1.23). Los hierros Fe?* y un Fe3*interactdan a través de los ligantes
sulfuro generando una interaccién antiferromagnética, de modo que se tiene un espin total

S=%.

Fe3+ Fe3+ —— ——

S=5/2 S=4/2

Figura 1.23 Desdoblamiento de los orbitales d para un cumulo [2Fe-2S] tipo ferredoxina en estado
reducido. El Fe?* y el Fe*, ambos en configuraciéon de alto espin, se encuentran acoplados
antiferromagnéticamente, de modo que el espin total sera S = % [80, 79].

41



Antecedentes

1.5.3 RPE de los cofactores presentes en la PQQ-ADH de Ga. diazotrophicus

1.5.3.1 RPE de las proteinas Fe-S

La resonancia paramagnética electrénica ha sido ampliamente utilizada en la elucidacion
estructural y funcional de diversas proteinas de hierro, ademas al complementarse con otras
técnicas ha proporcionado informacion sobre el estado de oxidacién del hierro, asi como, el
tipo de ligantes a los que se encuentra coordinado. Dicha espectroscopia es particularmente

implementada en sistemas que tengan una mezcla de proteinas hierro-azufre [79] .

Cada cumulo genera un espectro caracteristico con un valor de gprom = 1.94, el cual ha sido
ampliamente utilizado para la identificacion de este tipo de especies paramagnéticas en
diversos sistemas bioldgicos ya que cada cimulo genera un espectro caracteristico que actua
como una huella digital (figura 1.24 y 1.25). Este, usualmente es observable a temperaturas
criogénicas (T < 100 K) y tipicamente presentan un espectro rémbico o axial. El espectro tipico
posee tres valores observables de g, g, = 2.03-2.04, g, = 2.00 — 1.90; gx = 11.95-1.80. Ademas,
ya que ni el 32S ni el *°Fe poseen espin nuclear (/ = 0), el espectro de RPE de los ciimulos Fe-S

no presentard estructura hiperfina [88].

g value
B‘P. 5.|D . 41.0 : I 2;2 20 1.8

Adrenodoxin 2Fe

C.pasteurianum

1 Fe rubredoxin Spinach,

ferredoxin 2Fe

Chromatium
HiPIP 4Fe

B.stearothermophilus
ferredoxin L4 Fe

C.pasteurianum

erredoxin 8 Fe
Chromatium
ferredoxin B Fe
1 | L | 1 | JL

| 1 | 1
on 015 019 " 030 034 038 0.40
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Figura 1.24 Espectros RPE en banda X de las proteinas Fe-S y su diferente nuclearidad, presentes en
bacterias y plantas [79].
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Figura 1.25 Espectros de RPE de distintos cimulos Fe-S obtenidos entre 10 y 20 K. A) Clostridium
pasteurianum. B) Desulfovibrio gigas C) Bacillus stearothermophilus D) Chromatium vinosum HPIP

E) Mastigocladus laminosus. [89, 90].
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1.4.2 RPE de los hemos tipo ¢

El grupo hemo es un complejo de hierro porfinato que posee una geometria octaédrica, los
estados de oxidacidn mds comunes para el atomo metdlico son (1) y (lll), cada uno de los cuales
puede tener varios estados de espin diferentes. De hecho, el hierro (Il), que tiene una
configuracion electrénica de valencia d®, puede tener un espin total S = 0y 2, mientras que el
hierro (l11), que es un ion d>, puede tener S =1/2 y 5/2. Todos estos diferentes estados de espin
se han observado. Desde el punto de vista de la RPE, los hemos importantes son los derivados

del hierro (Il1) [79].

En el caso de las proteinas multihemo, se han llevado a cabo diversos estudios de RPE. La figura
1.26 muestra el espectro RPE de los citocromos tipo ¢ con Fe3* de alto espin de las especies

Desulfovibrio gigas y Desulfovibrio vulgaris [91].

700 900 1100 1300 1500 1700
Campo magnético [T]

Figura 1.26 Espectro de EPR de los hemos tipo c de la bacteria reductora de sulfato Desulfovibrio gigas
y Desulfovibrio vulgaris A) Espectro RPE de los hemos tipo ¢ de alto espin de la especie Desulfovibrio
gigas en la que se observan dos sefiales rdmbicas con valores de g, = 6.55 y gx = 5.18 para una de ellas
y de g, = 6.55y g« = 5.46. B) Se observa una sefial axial para los citocromos ¢ de alto espin de la especie
la especie Desulfovibrio vulgaris con un valor de gy, = 5.85 asimismo, se observa una sefial rémbica con
los valores de g, = 6.23 y gx = 5.49 Condiciones: temperatura de 4.2 K, frecuencia de 9.63 GHz, potencia
de 2.4 mW y amplitud 0.9 mT (Adaptado de [91]).
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De manera similar, en el espectro RPE del citocromo P450 se observa una sefial rombica para
un hemo de bajo espin con valores de g = 2.42, 2.25y 1.92 (figura 1.27) [92].

2.52 2.25 '2.'07 1.82 g value
Cavity

0.3 0.35 0.4
Campo magnético [T]

Figura 1.27 Espectro de RPE en banda X del citocromo P450. Se aprecian las sefiales con g = 2.42,
2.25y 1.92 al Fe* de bajo espin [92].

1.5 Estudio y caracterizacion de la PQQ-ADH de Ga. diazotrophicus

Los grupos de Escamilla y Sosa-Torres han aislado, estudiado y caracterizado la proteina PQQ-
ADH de Ga. diazotrophicus. Determinaron la composicion oligomérica de la enzima,
encontrando que tiene una masa molecular de 115 kDa y esta formada por dos subunidades;
SUI (72kDa) y SUIl (44 kDa). Por medio de espectroscopia UV-Vis se identificd el grupo
prostético PQQ (con bandas en 317 y 350 nm) y los citocromos tipo ¢ reducidos (con la banda

Soret en 417 y las bandas ay B en 523 y 553 nm, respectivamente (figura 1.28) [74].
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Figura 1.28 Espectro Uv-Vis de la PQQ-ADH recién aislada de Ga. diazotrophicus. Inserto: SDS-PAGE
donde se observan la SUI (72 kDa) y la SUII (44 kDa) de la enzima [74].

Mediante resonancia paramagnética electrénica (RPE) a 77 K se observo la seial caracteristica
de un radical organico, atribuida al grupo prostético PQQ en su forma de semiquinona,
teniendo una sefial con un valor de g = 2.0034. Al realizar este mismo estudio a baja
temperatura (20 K) fue posible observar un conjunto de sefiales atribuibles a un cumulo
ferredoxina [2Fe-2S] con un valor de gx=2.007: g, =1.941y g, = 1.920 Cabe resaltar que ambos
cofactores se encuentran en estado reducido, lo cual es consistente con los resultados

obtenidos a partir del espectro electrénico de la proteina (figura 1.29) [74].
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Figura 1.29 Espectros de RPE de la PQQ-ADH de Ga. diazotrophicus recién aislada. A) Espectro en banda
X del radical semiquinona a 77 K B) Espectro en banda X del cimulo [2Fe-2S] de la PQQ-ADH de Ga.
diazotrophicus a 20 K, a) linea sélida: espectro experimental; b) linea punteada: espectro simulado de
la semiquinona PQQ; linea discontinua: espectro simulado del cimulo [2Fe-2S]* [74].

Adicionalmente, se determinaron los potenciales de reduccién para los cuatro citocromos tipo

¢ mediante una titulacion espectro-electroquimica por UV-Vis siguiendo el cambio de la banda

o en 553 nm mientras que, la determinacion de los potenciales para el PQQ y el cimulo se

llevé a cabo mediante una titulacidn espectro-electroquimica por RPE (figuras 1.30y 1.31) [74].
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Figura 1.30 Titulacidon espectro-electroquimica mediante
ferredoxina a 20 Ky B) el PQQ*® a 77 K [74].
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Figura 1.31 Titulacién potenciométrica de los cuatro hemos tipo c dela PQQ-ADH de Ga. diazotrophicus.
Emi=-64 mV, Em;=-10 mV, Emz= 170 mV, Ems= 218 mV [74].

Con los potenciales redox de los cofactores determinados (tabla 1.8) fue posible proponer un

mecanismo para la transferencia de electrones intra e intermolecular llevada a cabo en la PQQ-

ADH de la bacteria Ga. diazotrophicus (figura 1.32) [74].

Tabla 1.8 Potenciales determinados mediante titulaciones espectro-electroquimicas para los

grupos prostéticos de la PQQ-ADH de Ga. diazotrophicus [74].

Potenciales redox vs ENH a pH =6 (mV) [74]

PQQ
[2Fe-2S]*/%*
cl
cllx
cllz

clls

-240 (+5) / -180 (15)
-250 (£5)
-64 (+5)
-8 (£5)
+185 (%5)
+210 (%5)
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Etanol

Ac. Acético.

UQ,o

Figura 1.32 Mecanismo propuesto para la transferencia de electrones en la PQQ-ADH de Ga.
diazotrophicus durante la oxidacidn de etanol. Se asignan el PQQ, cimulo [2Fe-2S] y el hemo cl para
la SUI, mientras que los hemos clly, cll; y cll; se asignan a la SUII. [74].
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2. Objetivos

2.1 Objetivo general

Mediante estudios de resonancia paramagnética electrénica, RPE a diferentes temperaturasy
potencias, determinar el tipo de interaccion magnética entre los cofactores PQQ y el cimulo
[2Fe-2S], presentes en la enzima alcohol deshidrogenasa (ADH) de la bacteria Ga.
diazotrophicus ya que ambos exhiben paramagnetismo (S = %) Unicamente cuando la proteina

se encuentra en estado reducido.

2.2 Objetivos particulares

e Optimizar las condiciones de cultivo para obtener la mas alta expresion de la bacteria
Ga. diazotrophicus

e Obtener las enzimas de membrana solubles presentes en la bacteria Ga. diazotrophicus
a partir de lisis celular.

e Empleando cromatografia en columna, obtener de manera pura y concentrada la PQQ-
ADH de otras proteinas presentes en la membrana de la bacteria Ga. diazotrophicus.

e Aplicar la técnica de RPE a temperatura variable para estudiar el acoplamiento
magnético entre los cofactores PQQ y el cimulo [2Fe-2S].

e Llevar a cabo, mediante la técnica de RPE, un estudio de saturacidon progresiva de
frecuencia de microondas para obtener informacién sobre la interaccion magnética

entre las especies paramagnéticas presentes en la PQQ-ADH en estado reducido.
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3. Procedimiento experimental

3.1 Crecimiento de la bacteria Ga. diazotrophicus

Para llevar a cabo el crecimiento de la bacteria Ga. diazotrophicus se partio de un liofilizado de
la cepa PAL 5 ATCC® 49037™ y se modificaron las condiciones descritas por [93] a modo de

obtener la mayor expresién de la bacteria en el medio de cultivo.

3.1.1 Medios de cultivo

La bacteria se cultivdé en un medio liquido LGIP modificado (enriquecido con sacarosa al 5%y
(NHa)2504) [93] .Dicho medio contiene: 5 g de K;2HPOg4, 5 g de KH2PO4, 200 mg de MgCl,.6H,0,
20 mg de CaCl,.2H,0, 2 mg de NaMo004.2H,0, 10 mg de FeCl3.6H,0, 5 g de Na3CsHsO7, 2.64 g
de (NH4)2S04 (20 mM) y 30 g de sacarosa en 1 L de agua, el pH se ajusta a 5.5.

Para corroborar la pureza de la cepa, la bacteria fue crecida también en medio LGIP sélido, el
cual contiene 100 mg de K;HPO4, 300 mg de KH;PO4, 100 mg de MgS04.7H;0, 10 mg de
CaCl2.2H;0, 5 mg de FeCls.6H,0, 50 g de sacarosa y 8 g de agar en 500 mL.

3.1.3 Condiciones de crecimiento en el laboratorio

A partir del liofilizado de la cepa PALS se realiza un preinéculo de la bacteria Ga. diazotrophicus
en matraces Erlenmeyer de 250 mL conteniendo 100 mL de medio LGIP, se incuban por 24
horas a 30 °Cy 220 rpm. Al finalizar este tiempo se toman alicuotas de 25 mL del preinéculo y
se inoculan cuatro matraces Fernbach que contienen 1.5 L de medio LGIP. Los medios
inoculados fueron incubados bajo las mismas condiciones de temperatura y agitacion. A las 36
horas (fase exponencial) se adiciona etanol al 0.5% v/v para favorecer la sobreexpresion de la
enzima involucrada en la oxidacion de alcoholes. Finalmente, a las 48 horas (fase estacionaria
tardia) las células son recuperadas por medio de una centrifuga (Beckman J2-21) a 8,000 rpm

durante 15 minutos.
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Figura 3.1 Preindculos de la bacteria Ga. diazotrophicus y medios de cultivo LGIP en matraces

Fernbach empleados para el crecimiento de la bacteria.

3.1.4 Condiciones de crecimiento en el biofermentador

Para llevar a cabo el crecimiento a gran escala de Ga. diazotrophicus se utilizé un fermentador
de tipo Mobile Pilot (Fermentor BIOFLO 5000, New Brunswick Scientific) con 350 L de medio
LGIP modificado y 20 L de preindculo. El cultivo fue crecido a 30 °C, con agitacién constante de
320 rpm y aireacion de 32 L de aire por minuto. A las 39 horas se adiciond etanol para la
sobreexpresién de la enzima en estudio. El pH fue controlado durante el crecimiento de tal
forma que se observé un valor de pH = 6 + 1. Finalmente, las células fueron obtenidas a las 50
horas por medio de una centrifuga tubular marca Sharplex a 15000 rpm y se almacenaron a
— 70 °C para ser utilizadas posteriormente. Todo este procedimiento se llevo a cabo en la
Unidad de Escalamiento y Planta Piloto (UEPP) perteneciente al Instituto de Biotecnologia,

ubicado en Cuernavaca, Morelos.
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Figura 3.2 Fermentador en el que se llevo a cabo el crecimiento a gran escala de la bacteria Ga.

diazotrophicus.

3.1.5 Tincidon de Gram

Para corroborar la pureza de la cepa antes de inocular el medio en el fermentador tipo Mobile
Pilot se empled la tinciébn de Gram. De esta manera se garantizd que en el preindculo

Unicamente se encontrara un microorganismo, en este caso la bacteria Ga. diazotrophicus.

3.2 Obtencion de membranas

3.2.1 Buffers empleados en la obtencion de membranas

Buffer PCM 30 mM, se disolvieron 1.9215 g de KH,POs4, 152 mg de K;HPO4, 3.0525 g de
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MgCl,.6H,0 y 2.205 g de CaCl;.2H,0 en 500 mL de agua. Se ajusta a pH =6.0

Buffer PCM 30 mM con Triton X-100 al 0.7% v/v, se disolvieron 1.9215 g de KH,PO4, 152 mg de
K2HPO4, 3.0525 g de MgCl,.6H;0 y 2.205 g de CaCl,.2H,0. Se ajusta a pH = 6.0 y se adicionan
3.5 mL de Tritdn X-100 (0.7 % v/v).

3.2.2 Lavado de células

Se tomd un lote de 200 g de células y se descongelaron lentamente hasta alcanzar una
temperatura promedio de 4 °C, posteriormente fueron lavadas con buffer PCM vy se

recuperaron por centrifugacién a 8,000 rpm.

Figura 3.3 Fraccion membranal de Ga. diazotrophicus solubilizada en buffer de fosfatos 0.03 M

3.2.3 Lisis celular y solubilizacién de la fraccion membranal

Para la obtencion de membranas, las células fueron resuspendidas nuevamente en buffer PCM
a una temperatura de 4 °C, se les adicioné DNAsas y PMS-F (15 pg/mL) como inhibidor de
proteasas enddgenas. Se incubaron durante 2 horas con agitacion lenta a la misma
temperatura. Posteriormente fueron sonicadas para romperlas utilizando un sonicador
(Vibracell 75115 Bioblock) por 30 minutos, se realizaron ciclos de 59 segundos de pulsacidon y

10 segundos de descanso. Las membranas fueron recuperadas mediante ultracentrifugacion
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(Ultracentrifuge Beckman LB-70M) a 40, 000 rpm por 60 minutos. La fraccidn membranal
(pellet) se resuspendid para solubilizarla en buffer de fosfatos 0.03 M, pH 6 con Triton X-100
al 0.7% v/v y se incubd por 24 horas a 4 °C con agitacion constante. Se centrifugé a 40, 000

rpm por 1 hora, en esta ocasién se obtuvo un sobrenadante rojizo.

Figura 3.4 Sobrenadante rojizo que sirvié como fuente de la enzima PQQ-ADH de Ga. diazotrophicus

3.3 Purificacion de la enzima PQQ-ADH mediante cromatografia en
columna

El sobrenadante rojizo obtenido fue utilizado como fuente de la enzima PQQ-ADH para el
proceso de purificacién. Se emplearon columnas de intercambio anidnico QAE y DEAE, la
columna de afinidad a hidroxiapatita y por una de exclusién molecular, S300. Para empacar las
columnas y eluir la proteina se empled una bomba peristaltica (BioRad Laboratories). Durante
todo el proceso de purificacion se utilizo buffer de fosfatos 0.01M, pH 6.0 con Tritén X-100 al
0.1% v/v. Asimismo, todas las columnas se equilibraron con tres volimenes de elucién de la
disoluciéon amortiguadora. Se determind la absorbancia a 280 nm y se graficé el perfil
cromatografo. Se colectaron fracciones y se determind la cantidad de proteina al igual que la

actividad especifica empleando el método espectroscépico.
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3.3.1 Buffers empleados en la purificacion de la enzima PQQ-ADH

Buffer de fosfatos 10 mM, se disolvieron 1.281 g de KH,PO4y 101 mg de K;HPO4 en 1 L de agua.
Se ajusta a pH = 6.0 y se adiciona 1 mL de Tritén X-100 (0.1 % v/v).

Buffer de fosfatos 10 mM, se disolvieron 1.281 g de KH,PO4y 101 mg de K;HPO4 en 1 L de agua.
Se ajusta a pH = 6.0y se adiciona 1 mL de Tritén X-100 (0.1 % v/v).

Buffer de fosfatos 250 mM, se disolvieron 32.025 g de KH,PO4y 2.525 mg de K;zHPOs en 1 Lde
agua. Se ajusta a pH = 6.0 y se adiciona 1 mL de Tritén X-100 (0.1 % v/v).

Buffer de fosfatos 250 mM y NaCl 250 mM, se disolvieron 1.281 g de KH,PQO4, 101 mg de K;HPO4
en 1 L de agua. Se ajusta a pH = 6.0, se adicionan 14.61 g de NaCl y 1 mL de Tritén X-100 (0.1
% Vv/v).

3.3.2 Columna QAE

Se empled una resina de intercambio anidnico fuerte QAE Toyopearl QAE-550C. La cual fue
empacada en una columna de 5 cm de didmetro y 20 cm de altura. La enzima solubilizada se
aplicé a dicha columna. Una vez aplicada la muestra se lavd la columna con el buffer de fosfatos
0.01 M, pH 6 con Tritén X-100 al 0.1% v/v, empleando un flujo de 2.5 mL/min. Las proteinas

retenidas fueron eluidas con una disolucion 250 mM de NacCl.

3.3.3 Columna DEAE

La fraccién activa que se obtuvo de la columna QAE Toyopearl se aplicé a la columna, 2.5 de
diametro y 20 cm de altura, empacada con la resina de intercambio anidnico débil, DEAE
Toyopearl DEAE-650M. La PQQ-ADH fue lavada con el buffer de fosfatos 0.01 M, pH 6 con
Tritén X-100 al 0.1% v/v, empleando un flujo de 2.5 mL/min. Las proteinas retenidas fueron

eluidas con una disolucion 250 mM de NaCl.
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3.3.4 Columna Ha

Empleando una resina de hidroxiapatita HA-Ultrogel se empacd una columna de 2.5 de
diametro y 20 cm de altura. La fraccidn activa que se obtuvo de la columna DEAE Toyopearl se
aplicéd a dicha columna. La PQQ-ADH fue eluida con el buffer de fosfatos 0.01 M, pH 6 con
Tritén X-100 al 0.1% v/v utilizando un gradiente lineal de 0.01 - 0.25 M de fosfatos. Se
colectaron fracciones para ser concentradas mediante un Centricon AMICON® Ultra para su

posterior caracterizacién molecular.

Figura 3.5 Columnas empleadas para la purificacion de la PQQ-ADH de Ga. diazotrophicus.

3.3.5 Columna S-100

Se utilizé una resina de exclusidon molecular para proteinas entre 1 y 100 kDa, Sephacryl S-100
HR para empacar una columna de 2.5 cm de diametro y 80 cm de altura. La proteina de interés
fue lavada con el buffer de fosfatos 0.01 M, pH 6 con Triton X-100 al 0.1% v/v empleando un

flujo de 2.5 mL/min. Se colectaron fracciones para ser concentradas mediante un Centricon
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AMICON® Ultra para su posterior caracterizacion molecular.

3.4 Caracterizacion molecular

3.4.1 Buffers y disoluciones empleados

Buffer de corrida para electroforesis desnaturalizante, se disolvieron 4.5 g de Tris base
(Tris(hidroximetil)aminometano), 21.6 g de glicina y 10 mL de solucién de SDS al 10% en 1.5 L
de agua.

Buffer de Tris 1.5 M pH = 88, se disolvieron 3.63 g de Tris base
(Tris(hidroximetil)aminometano) en 20 mL de agua y se ajusta el pH a 8.8 con HCI.

Buffer de Tris 05 M pH = 6.8 se disolvieron 1.22 g de Tris base
(Tris(hidroximetil)Jaminometano) en 20 mL de agua y se ajusta el pH a 6.8 con HCl.

Disolucidn de acrilamida concentrada (30%), se disolvieron 58.4 g de acrilamiday 1.6 gde N,N’-
metilenbis-(acrilamida) en 200 mL de agua. Se filtré al vacio con membranas de 0.45 nmy se
guardd en un frasco dmbar a 4 °C.

Disolucion de SDS (10%), se disuelven 2 g de SDS (dodecilsulfato de sodio) en 20 mL de agua.
Disolucidon de APS (10%), se disuelven 2 g de APS (persulfato de amonio) en 20 mL de agua.
Disolucion litica: Se prepara una disolucién con 150 uL de buffer de Tris 0.5 M, 100 pL de SDS
al 10%, 250 uL de glicerol, 1 mL de agua, 100 pL de B-mercaptoetanol y azul de bromofenol.
Para desnaturalizar las muestras se adicionan 6 pL de solucidn litica y 14 puL de muestra y se
calientan durante 5 minutos.

Gel de poliacrilamida al 7%, se mezclan 3.2 mL de agua, 1.75 mL de acrilamida al 30%, 1.9 mL
de buffer de Tris 1.5 M, 150 uL de SDS al 10% y 150 pL de APS al 10%. Se adicionan 10 uL de
Temed (N, N, N'N’-tetrametilendiamina) para comenzar la polimerizacién.

Gel de poliacrilamida al 5% para concentrar, se mezclan 2.7 mL de agua, 0.66 mL de acrilamida
al 30%, 0.5 mL de buffer de Tris 0.5 M, 40 pL de SDS al 10% y 40 pL de APS al 10%. Se adicionan

4 uL de Temed (N, N, N'N’-tetrametilendiamina) para comenzar la polimerizacion.
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3.4.2 Electroforesis (SDS-PAGE)

La estructura oligomérica de la PQQ-ADH purificada fue analizada mediante electroforesis
desnaturalizante SDS-PAGE. Para ello se prepard un gel de corrida que contenia acrilamida al
7% m/v y un gel concentrador de acrilamida al 5% m/v. Se empled un buffer de corrida para
electroforesis desnaturalizante con SDS. Las concentraciones finales de la mezcla de digestion
en presencia de la proteina fueron: SDS 5 % m/v; B -mercaptoetanol 3 % v/v; glicerol 15 % v/v
y TRIS-HCI 125 mM, pH = 6.8, ademas se le adicioné azul de bromofenol. Esta se calenté
durante 3 minutos a temperatura de ebullicion. Para correr el gel se empled una cdmara de
electroforesis vertical Hoefer SE300 miniVE utilizando una corriente de 120 V a temperatura
ambiente. Al finalizar, el gel fue tefiido con azul de Coomassie R-250 al 0.1% m/v con agitacién
constante. Después de la tincion el gel fue lavado con la disolucién desteiiidora. La masa
molecular de las subunidades fue estimada mediante un marcador de peso molecular

comercial (BioRad Laboratories).

B i Y S A

Figura 3.6 Cdmara de electroforesis Hoefer SE300 miniVE empleada para realizar el gel de electroforesis

desnaturalizante
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3.5 Ensayos enzimaticos

3.5.1 Disoluciones empleadas

Solucién de albumina 1 mg/mL, en un matraz aforado de 50 mL se disuelven 50 mg de albumina
bovina. Se empled albumina bovina de MP Biomedicals.

Reactivo de Lowry, se mezclan 50 mL de carbonato sddico al 2% en NaOH, 500 uL de sulfato
cuprico al 1% y 500 pL de tartrato sddico-potasico al 2%.

Reactivo de Folin, se prepara una disolucion 1:1 en agua de reactivo de Folin y Ciocalteu.
Carbonato sddico al 2% en NaOH 0.1 M, en 50 mL de agua se disuelven 1 g de Na,COs y 200
mg de NaOH.

Sulfato cuprico al 1%, se disuelve 0.1 g de CuSO4 en 10 mL de agua.

Tartrato sédico-potdsico al 2%, se disuelven 0.2 g de tartrato de sddico-potasico tetrahidratado

(C4H406KNa.4H,0) en 10 mL de agua.

3.5.1.1 Cuantificacidon de proteina por el método de Lowry

Se determiné la cantidad de proteina por el método de Lowry [94], empleando albumina
bovina como estandar (BSA). Se realizd una curva de calibracion con una disolucion de
albumina bovina 1 mg/mL, de modo que se prepararon 6 muestras con dicha disolucion de
acuerdo a la tabla 3.1 Después de esperar 15 minutos se adiciond a cada tubo 250 ulL de

reactivo de Folin y se determiné la absorbancia a 660 nm.

Tabla 3.1 Muestras para la curva patrdén para cuantificar proteina por el método de Lowry

Tubo 0 1 2 3 4 5

Albumina (mL) 0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
Agua (mL) 0.5 0.4 0.3 0.2 0.1 0.0
Reactivo de Lowry (mL) 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5
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P
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Figura 3.7 Disoluciones empleadas para la cuantificacién de proteina mediante el método de Lowry.
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Figura 3.8 Curva patron para la cuantificacion de proteina por el método de Lowry
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3.5.2 Cuantificacion de la actividad enzimatica de alcohol
deshidrogenasa

Se empled el método de ferrocianuro de reductasa para determinar la actividad de la enzima.
La mezcla de reaccidén que contenia: buffer de Mcllvaine pH =6 (KxHPO4 126 mM y acido citrico
37 mM) con Ks[Fe(CN)e] 0.1 M como aceptor de electrones y etanol 20 mM fue ajustada a 1
mL. La reaccidon comienza al adicionar 0.03 mg de la enzima y se incubd por 20 min. Para
detener la reaccion se adicionaron 0.5 mL de reactivo de Dupanol (SDS 0.3 % m/v, de Fe(SOa)3
0.5 % m/vy H3POa 8 % m/v, ajustando a 5 mL. Posteriormente se determind la absorbancia a
680 nm tomando en cuenta que, cada incremento en 0.02 es proporcional a 1 umol de etanol
oxidado. La unidad de actividad enzimatica estd definida como la oxidacién de 1 umol de etanol

por minuto [95, 96].

3.6 Caracterizacion espectroscopica

3.6.1 Espectroscopia de UV-Vis

Los espectros de UV-Vis de la PQQ-ADH se obtuvieron empleando un espectrofotdmetro
Agilent 8453 con arreglo de diodos de barrido rapido en celdas de cuarzo de 1 cm de paso
optico. Se emplea buffer de fosfatos (10 mM, pH 6) con tritén X-100 al 0.12 % v/v como blanco
y una muestra de la PQQ-ADH recién aislada con una concentracién de proteina de 10 mg/mL,

previamente determinada por el método de Lowry.

3.6.2 Espectroscopia de resonancia paramagnética electrénica (RPE)

Los espectros de RPE se obtuvieron en un espectrometro Bruker Elexys E500 en banda X (frec.
~ 9.40 GHz) bajo condiciones de no saturacién, a una potencia, P ~2 mW y una modulacion de
100 kHz. La variacién de la temperatura (5 - 55 K) fue controlada mediante un termostato tipo
criéstato marca Oxford de flujo continuo de helio liquido. Se utilizé el software de SimFonia®
de Bruker para simular los espectros y los valores de g se determinaron midiendo los valores

de campo magnético y la intensidad de la frecuencia de microondas aplicada. Todos los
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experimentos de RPE se llevaron a cabo en el laboratorio de resonancia paramagnética
electrénica de la Unidad de Servicios de Apoyo a la Investigacion y la Industria (USAII) de la
Facultad de Quimica.

Se transfirieron 100 pL de la a enzima PQQ-ADH recién aislada a tubos de cuarzo (4 mm,
Wilmad Lab Glass) y se congeld cuidadosamente en nitrégeno liquido, a fin de evitar la
precipitacion o desnaturalizacién de la enzima, para su analisis RPE a baja temperatura (10 K).
Inicialmente se registro su espectro RPE a fin de comparar el espectro obtenido en el presente

trabajo con lo reportado anteriormente [74].

Posteriormente, se realizd un estudio de saturacidon progresiva en onda continua a 10 K,
empleando un intervalo de potencia 1 a 25 mW y una modulacién de 100 kHz. Estos
experimentos se llevaron a cabo en el laboratorio de resonancia paramagnética electrénica de
la Unidad de Servicios de Apoyo a la Investigacion y la Industria (USAIll) de la Facultad de

Quimica.
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4. Resultados y discusion

4.1 Crecimiento de la bacteria Ga. diazotrophicus

Para llevar a cabo el crecimiento de la bacteria Ga. diazotrophicus, tanto en el laboratorio
como en el biofermentador de 350 L, se empled el medio de cultivo LGIP enriquecido con
sacarosa al 5 % m/v. Dicho crecimiento fue monitoreado mediante mediciones de densidad
Optica a una absorbancia de 600 m y en la fase de crecimiento exponencial tardia (a las 33

horas) se adiciond etanol al 0.7 % v/v como segunda fuente de carbono.

Asimismo, durante el tiempo de incubacién de la bacteria, se controlé el pH empleando
hidroxido de potasio para evitar que disminuyera de 5.5, En un inicio se mantuvo constante,
sin embargo, se observa que el pH disminuye conforme aumenta el crecimiento de Ga.

diazotrophicus, debido a la formacién de acido acético en el medio.
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Figura 4.1 Curva de crecimiento de la bacteria Ga. diazotrophicus en medio LGIP enriquecido con
sacarosa al 5 % m/v en un fermentador de 350 L. (m crecimiento del cultivo; Asoo , m pH, adicion de
etanol al 0.5 % v/v a las 39 horas).
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Cabe resaltar que la PQQ-ADH de Ga. diazotrophicus se mantiene activa en un intervalo de pH
entre 4 y 8. A pesar de haber seguido el método de crecimiento reportado por [93], en el

presente trabajo se llevd a cabo un control de pH.
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Figura 4.2 Curva de crecimiento reportada para la bacteria Ga. diazotrophicus en medio LGIP
enriquecido con sacarosa al 5 % m/v en un fermentador de 350 L. (A crecimiento del cultivo: Asgonm., ¥
oxigeno disuelto en el medio, o pH, --- adicion de etanol al 0.5 % v/v a las 39 horas) (Adaptado [93]).

Al comparar la curva de crecimiento obtenida en este trabajo con la reportada anteriormente
por Gémez-Manzo (figura 4.1y 4.2), se observa que, en el caso de este Ultimo, el pH desciende
hasta 3.5 debido a que no fue controlado durante el crecimiento de la bacteria lo cual
permitiria explicar el hecho de que se aislara una fraccion de PQQ-ADH inactiva [97] mientras
gue, en el presente trabajo el haber controlado el pH en un rango de entre 5.5 y 7 para

garantizar que la enzima se aislara de forma activa (véase tabla 4.1).
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4.1.1 Tincion de Gram

Para corroborar la pureza de la cepa se empleé la tincion de Gram. Al microscopio se observa
una sola morfologia, en este caso bacilos, los cuales estan teiidos de rojo, indicativo de una
cepa Gram negativa, ademas, no se observan otras morfologias u otro color en el frotis. De
esta manera fue posible determinar que la cepa que se empled para inocular los medios de
cultivo liquido se encontraba pura, garantizando la presencia de un sélo microorganismo, Ga.

diazotrophicus.

Figura 4.3 Vista al microscopio de la tincion de Gram donde se observa la presencia de un Unico
microorganismo tefiido de rojo.

4.2 Purificacion de la proteina PQQ-ADH mediante cromatografia en
columna

Para separar la proteina de interés del resto que se encuentran en la célula, se emplearon
resinas de intercambio anidnico (QAE Y DEAE), afinidad (Hidroxiapatita, Ha) y exclusion
molecular (Sephacryl S-100). A continuacion se presentan los perfiles de elucién que se

obtuvieron durante el proceso de purificacién de la PQQ-ADH (figura 4.4).
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Figura 4.4 Patrones de elucion de la purificacién de la PQQ-ADH de Ga. diazotrophicus. A) columna QAE
de intercambio anidnico (= absorbancia a 280 nm) B) columna DEAE de intercambio aniénico (=
absorbancia a 280 nm) C) columna de Hidroxiapatita, Ha (= absorbancia a 280 nm, — conductividad)
D) columna S-100 de exclusion molecular (— absorbancia a 280 nm).

Al finalizar el proceso de purificacién se recuperaron 3 mL de la enzima pura y de concentracion

de 10 mg/mL, los resultados se presentan en la tabla 4.1
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Tabla 4.1 Tabla de purificacion de la enzima PQQ-ADH de Ga. diazotrophicus

Pasos de Proteina total Actividad Actividad
purificacion (mg) total especifica
(V) (U/mg)
Solubilizado de 1227 1773 1.4
membrana
QAE 188 1670 8.9
DEAE 106 1628 15.4
Ha 20 1619 80.9
Sephacryl S-100 3 718 239.3

De acuerdo con la tabla 4.1, se observa que la actividad especifica de la PQQ-ADH va
aumentando al pasar por cada columna, sin embargo, es en la fraccion membranal recuperada
de la columna de hidroxiapatita (HA) en la que se observa que dicha actividad comienza a
aumentar considerablemente al igual que en la columna Sephacryl S-100 pero, es en esta
ultima en la que se tiene una mayor pérdida de la PQQ-ADH. Resulta importante notar, que en
el procedimiento anterior, el cual fue modificado, se empleaba un gradiente de NaCl para eluir
la proteina de las columnas QAE y DEAE, ya que se utilizaba un buffer con un valor de pH por
encima del punto isoeléctrico de la proteina. Por esta razén, era necesario recuperar la
proteina mediante didlisis, hecho que propicié una pérdida de proteina en las dos primeras
columnas, QAE y DEAE, del trabajo anteriormente reportado. En este caso, se empled un
buffer, pH = 6.0, inferior al punto isoeléctrico reportado para la proteina. De esta manera, la
proteina fue lavada de las columnas de intercambio idnico, sin observar una pérdida

considerable de la PQQ-ADH.
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4.3 Caracterizacion espectroscopica

4.3.1 Espectroscopia de UV-Vis

El espectro electrénico de la PQQ-ADH recién aislada a una concentracién de 10 mg/mL se
muestra en la figura 4.9. El espectro Uv-Vis muestra dos bandas correspondientes al PQQ en
313 y 350 nm debidas a las transiciones m — m*del anillo aromatico, asimismo las bandas (a y
B) caracteristicas de los grupos hemos tipo ¢ reducidos en 523 y 554 nm al igual que la banda
Soret en 417 nm. Todas las bandas observadas se ajustan muy bien a lo reportado

anteriormente (figura 4.5) [74].

A partir de los valores de absorbancias de la banda B de los grupos hemo ¢ de la PQQ-ADH fue
posible determinar el coeficiente de absortividad molar. Para ello se tomaron los valores de
absorbancia de la banda B de la enzima en estado oxidado y reducido, con la diferencia de

absorbancias, y se obtuvo un valor de € = 782 mM~cm™ para los hemos de la PQQ-ADH.
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Figura 4.5 Espectro Uv-Vis a temperatura ambiente de la PQQ-ADH recién aislada de Ga. diazotrophicus
en buffer de fosfatos pH = 6.0 con Tritdén X-100 al 0.1 % v/v a una concentracién de 10 mg/mL. Inserto:
PQQ-ADH oxidada.

4.3.2 Espectroscopia de resonancia paramagnética electronica (RPE)

El espectro de resonancia paramagnética electréonica en banda X (~ 9.4 GHz) a 77 K de la PQQ-
ADH recién aislada se presenta en la figura 4.6, la cual muestra una sefial isotrépica en g =
2.003 y un ancho de la sefial de 12 G que, de acuerdo a la literatura se asigna a un radical
organico, en este caso corresponde al cofactor PQQ en su forma de semiquinona, PQQ®, asi
mismo una sefial de baja intensidad con valores de g menores a 2. 00 asignada a la presencia
del cimulo tipo ferredoxina [2Fe-2S]*. Ambas sefales presentan una relacién de intensidades

aproximadamente de 15:1.
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Figura 4.6 Espectro de RPE de la PQQ-ADH recién aislada de Ga. diazotrophicus en banda X a 77 K.
Condiciones: concentracién de proteina 10 mg/mL; potencia, 2 mW; frecuencia, 9.392166 GHz;
amplitud, 0.1 mT.

Al disminuir la temperatura a 10 K en el espectro RPE de la muestra en estudio (figura 4.7) se
observan nuevamente las dos sefiales, pero ahora con una relacion de intensidades de 5:1;
una sefal isotrdpica centrada en g = 2.003 correspondiente al radical semiquinona (PQQ®), y
una sefial anisotropica con valores de g: = 1.944 y g, = 1.918 asignada al cimulo [2Fe-2S]*. Es
importante sefialar que, a través de estudios previos, realizados en nuestro grupo de trabajo
[74], se sabe que la sefal correspondiente a gx = 2.007 del cimulo [2Fe-2S]* se encuentra
traslapada por la sefial del PQQ?®. Asi, los valores para la sefial del cimulo [2Fe-2S]* serian; gx
=2.007, g1 =gy =1.944 y g> = g, = 1.918 obteniendo asi un valor de gprom = 1.956, valor de g

tipica para el cumulo [2Fe-2S]* tipo ferredoxina en estado reducido (véase figura 1.25).
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Es importante resaltar que es necesario descender a temperaturas de helio liquido (T = 10 K),
de tal forma que se favorezca la distribucién de Boltzman, asi como aumentar los tiempos de
relajacion del hierro (Ill/Il) en el cumulo [2Fe-2S]* que son muy cortos [98]. Debido a esto, la
intensidad de la sefial RPE del cumulo [2Fe-2S]* aumenta notablemente al disminuir la

temperatura en comparacion a las sefiales obtenidas en el espectro RPE a 77 K (figura 4.7).
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Figura 4.7 Espectro de RPE en banda X a 10 K de la PQQ-ADH de Ga. diazotrophicus. Condiciones:
concentracién de proteina 10 mg/mL; potencia, 2 mW; frecuencia, 9.381409 GHz; amplitud, 0.1 mT.
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4.6.2.1 Estudios RPE a temperatura variable

Para determinar el tipo de interaccidén magnética que existe entre el PQQ®y el [2Fe-2S]* se
llevé a cabo un estudio de RPE a temperatura variable, de 5 a 55 K, empleando una muestra
de PQQ-ADH recién aislada. Ambas especies son paramagnéticas, por un lado, el cofactor PQQ
posee un estado de espin igual a 1/2, debido al radical libre presente en su estado reducido,
asimismo los hierros (llI/11) del cimulo [2Fe-2S]* tipo ferredoxina se encuentra acoplados
antiferromagnéticamente, presentando un estado de espin total de 1/2. Por lo que una

interaccidon magnética de tipo dipolar es posible entre dichas especies.

En diversos sistemas se han empleado estudios a temperatura variable a fin de determinar el
tipo de comportamiento magnético existente entre las especies paramagnéticas [99, 100]. En
el caso de la PQQ-ADH, esto es posible ya que el hierro de los hemos tipo ¢ se encuentra en
estado reducido, Fe?*, siendo una especie diamagnética no presentard sefial en RPE y por ende,

no seria posible un acoplamiento magnético con el PQQ°*y el [2Fe-2S]*.

En la figura 4.8 se presentan los espectros RPE de la enzima PQQ-ADH obtenidos en un rango
de temperatura de 5 — 55 K. Todos obtenidos bajo condiciones de no saturacién, asi como los
mismos parametros de medicidn. En todos ellos se observa el mismo ndmero y posicién de
sefiales a las obtenidas en los espectros de RPE a 77 y 10 K, asimismo, al aumentar la
temperatura la intensidad de la sefial correspondiente al cimulo [2Fe-2S]* tipo ferredoxina va
disminuyendo mientras que, la intensidad de la sefial asignada al radical semiquinona aumenta

con la temperatura.

76



Resultados y discusion

051 &

-0.7 — %

'08 = |

1 CATER "
T IPTAnd hmg
i 1\1 ‘wdmwm y
% ﬂ{f\,uN i

— 5K
—— 10K

15K
—— 20K

25K
—— 30K

35K
—— 40K
L —— 45K
! —— 50K
—— 55K

Intensidad (u.a)
S5
1 1

1

-

N
1

-1.3 4

3250 3300 3350 3400 3450 3500 3550
Campo magnético (G)

Figura 4.8 Espectros de RPE en banda X de la PQQ-ADH de Ga. diazotrophicus medidos en un intervalo
de temperatura de 5 a 55 K. Condiciones: concentracion de proteina 10 mg/mL; potencia, 2 mW;
frecuencia, 9.381409 GHz; amplitud, 0.1 mT.

Dado que la intensidad de la sefial (/) en RPE y la susceptibilidad magnética () se relacionan

de acuerdo a la siguiente ecuacién:

I = x"nQ\PZ, (Ec. 4.1)

Donde y es la susceptibilidad magnética, 1 el factor de llenado, Q el factor de calidad del
resonador, Zp es la impedancia de la linea de transmisidn y P la potencia de microondas del
resonador [72]. Asi, con base en dicha ecuacion, podemos relacionar proporcionalmente a la

susceptibilidad magnética con la intensidad de la sefial RPE:

14
Igpp < X
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De esta manera es posible realizar una grafica de la intensidad de la sefial RPE de los cofactores

PQQ°* y el cimulo [2Fe-2S]* contra la temperatura (Figura 4.9).
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Figura 4.9 Intensidad de la sefial observada en RPE en funcidn de la temperatura y ajuste al modelo
Curie Weiss para el PQQ°®. Condiciones: concentracion de proteina 10 mg/mL; potencia, 2 mWi;
frecuencia, 9.381409 GHz; amplitud, 0.1 mT. (m experimental, == ajuste).

78



Resultados y discusion

008 - : [2Fe-2S]

0.07
0.06 -
0.05 -

0.04

Intensidad (u.a.)

0.03 -

0.02

0.01 -

0 10 20 30 40 50 60
Temperatura (K)

Figura 4.10 Intensidad de la sefal observada en RPE en funcién de la temperatura y ajuste al modelo
Curie Weiss para el cimulo [2Fe-2S]*. Condiciones: concentracién de proteina 10 mg/mL; potencia, 2
mW,; frecuencia, 9.381409 GHz; amplitud, 0.1 mT. (m experimental, == ajuste).

En las graficas de las figuras 4.9 y 4.10, se observa un maximo de la intensidad cercana a 10 K,
a temperaturas menores a 10 K la intensidad disminuye conforme decrece la temperatura en
tanto que a temperaturas mayores a 10 K hay un decremento gradual de la intensidad
conforme la temperatura aumenta. En ambos casos, la intensidad de la sefial de RPE es
reciproca a la temperatura, principal caracteristica de un sistema paramagnético. Dichos

graficos ajustan a una hipérbola, tipico comportamiento Curie-Weiss de antiferromagnetismo,

segun la ecuacién:

X=—-— (Ec. 4.2)
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Donde C la constante de Curie, 0 la temperatura de Weiss y , la susceptibilidad magnética.

Una manera de verificar dicho comportamiento es trazar una grafica del inverso de la
intensidad de la sefal observada en RPE como funcién de la temperatura. Un valor de
ordenada al origen diferente de cero es indicativo de que existe una interaccion magnética

entre dichas especies paramagnéticas.
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Figura 4.11 Grafica de la intensidad de la sefial del PQQ® observada en RPE en funcidn de la temperatura
(m experimental, == ajuste). Condiciones: temperatura 10— 55 K), concentracién de proteina 10 mg/mL;
potencia, 2 mW,; frecuencia, 9.381409 GHz; amplitud, 0.1 mT.

El valor de la constante de Weiss 6, se obtiene a partir de la grafica de I'Z en funcién de T. La
figura 4.11 muestra la grafica del inverso de la intensidad de la sefial en RPE del PQQ?®, en la

cual se observa una linea recta cuya pendiente m, correspondea m = T/C y la ordenada al

80



Resultados y discusion

origen b = — Q/C. De acuerdo con este ajuste, el valor de la constante de Weiss obtenido es,

6 = —33 K. Dicho valor negativo manifiesta un acoplamiento de tipo antiferromagnético entre

ambas especies paramagnéticas presentes en nuestro sistema en estudio, la enzima PQQ-ADH.

En el caso de la sefial asignada al cimulo [2Fe-2S]* se observa que la tendencia no es lineal
(figura 4.12). Esto puede atribuirse a que la intensidad de la sefial, con un valor de g, =1.944,
es muy pequefa por lo que se presenta una considerable incertidumbre experimental en la
medicion de la intensidad de pico a pico, asi como la dependencia de T1 y T2 con la

temperatura, y por ende, este hecho repercutira en los valores de la intensidad.
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Figura 4.12 Grafica de la intensidad de la sefial del cimulo [2Fe-2S]* observada en RPE en funcién de la

temperatura (m experimental). Condiciones: temperatura 10 — 55 K, concentracién de proteina 10
mg/mL; potencia, 2 mW; frecuencia, 9.381409 GHz; amplitud, 0.1 mT.
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Casos similares donde hay una interaccidn magnética, en la cual se involucran cofactores de
proteinas, han sido reportados. Ejemplo de ello es la enzima ribonucledtido reductasa, la cual
cataliza la reduccién de ribonucledtidos a sus correspondientes desoxirribunucledtidos, de
E.coli, contiene un cimulo dihierro conectado mediante un puente p-oxo, que se encuentra

acoplado antiferromagnéticamente con un radical tirosil [101].

4.6.2.2 Estudios de saturacidn progresiva

Los estudios de saturacidon progresiva de potencia de microondas de una sefial en RPE a
temperatura constante proporcionan informacidén sobre la interaccién de dos especies
paramagnéticas. Un caso tipico en bioinorganica son las metaloenzimas que llevan a cabo
funciones redox y estdn involucradas en la conversién de energia bioldgica, realizado dos
transferencias secuenciales de un electrén hacia la cadena respiratoria, en cuyo centro activo
estan presentes dos electrones desapareados, interactuando a cierta distancia, provenientes
de un centro metalico que se relaja rapidamente acoplado a un radical orgdnico que se relaja
lentamente. Tal es el caso del cimulo [2Fe-2S]* y el PQQ®, considerados como paramagnetos
de rapida y lenta relajacién [102], respectivamente. Con esto en mente, si ambas especies se
encuentran cerca (< 20 A), la relajacién del PQQ® intensificara la relajacion del cimulo [2Fe-
2S]%, de tal forma que ésta serd mas rapida y la sefal serd mas dificil de saturar, indicando con
ello unainteraccién magnética, de tipo antiferromagnético ya obtenida, entre ambas especies

paramagnéticas [102].

En la literatura especializada, el término potencia media de saturacién P1/,, es empleado como
un parametro de saturacién, que representa la potencia de microondas incidente a la cual la
sefial en el espectro RPE posee la mitad de la intensidad que tendria en ausencia del fenémeno
de saturacidn de la sefial. De esta forma, la siguiente ecuacién se emplea para realizar el ajuste

de los datos obtenidos mediante el estudio de saturacidn progresiva en onda continua;
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A= KVP/[1+P/P,)""

(Ec. 4.3)
Donde A es la amplitud de la sefial en RPE, K es una constante, P es la potencia de microondas,
P12 es la potencia media de saturacién y b es el pardmetro de no homogeneidad.

Para presentar los datos experimentales resulta conveniente emplear la forma logaritmica de

la ecuacion 4.3:

log(A4/P*?) = log(K) — (b/2) log[1 + P/P,, ] (Ec. 4.4)

Al graficar el log(4/P'/?) en funcién del logP se obtienen dos regiones lineales que

justamente intersectan en el valor donde P = P1/,. [102]

Para llevar a cabo el estudio de saturacidn progresiva de potencia de microondas a la muestra
de la enzima PQQ-ADH, se realizaron una serie de mediciones a diferente potencia de
irradiacion de microondas, en un intervalo de 1 — 25 mW, manteniendo en todas ellas la
temperatura constante, 10 K, y por ende condiciones de no saturacidon en el equipo del
detector, obteniendo asi una respuesta lineal entre la intensidad de la seial con la poblacién

de los estados energéticos de la muestra.

Debido a que una de las componentes asignadas a la sefal del cimulo [2Fe-2S]*, g« = 2.007, se
traslapa con la sefial correspondiente al radical semiquinona, fue necesario simular
nuevamente el espectro del cumulo tipo ferredoxina [2Fe-2S]* (figura 4.13), mediante el
software SimFonia® de Bruker. Posteriormente, con el espectro simulado, se llevé a cabo una
deconvolucién en cada espectro obtenido experimentalmente, de manera que sélo quedara
la sefial del radical per se, sin la contribucion del cimulo [2Fe-2S]* para poder determinar, con

una mayor precision, el valor de Pi1/; para el cofactor PQQ°.
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En el caso de los espectros del cimulo [2Fe-2S]*, no fue necesario realizar dicho procedimiento

ya que la sefal de interés, g, = 1.944, no traslapa o cuenta con alguna otra contribucién que

afectara la obtencidn de los valores de la intensidad de la sefial con respecto a la variacion de

potencia, durante todo el experimento de saturacidén progresiva de potencia de microondas.
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Figura 4.13 Espectro de RPE de la PQQ-ADH de Gluconacetobacter diazotrophicus en banda X a 10 K
(== experimental). Inserto: espectro simulado del cimulo tipo ferredoxina [2Fe-2S]*; gx = 2.007, gy
=1.941y g,=1.920 (==). Condiciones: concentracion de proteina 10 mg/mL; potencia, 1.01749 mW;

frecuencia, 9.381409 GHz; amplitud, 0.1 mT.

En la figura 4.13 se muestra uno de los espectros RPE de la PQQ-ADH obtenido

experimentalmente durante el experimento de saturacion progresiva de microondas.
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Asimismo, en el inserto, se observa el espectro RPE simulado mediante el software SimFonia®
correspondiente al cimulo [2Fe-2S]*. Se utilizd una muestra de la enzima PQQ-ADH recién
aislada con una concentracion de 10 mg/mL. A cada espectro RPE obtenido
experimentalmente se restd la contribucion de la sefial del cimulo [2Fe-2S]*, de modo que la
region con g 2.0 del espectro experimental de la PQQ-ADH Unicamente tendra la contribucidn

del radical semiquinona, PQQ°.

En los espectros obtenidos experimentalmente (en negro, =), es posible observar como
aumenta la amplitud de la sefial del cimulo [2Fe-2S]* mientras aumenta la potencia de
microondas. Sin embargo, en el caso de la seial asignada al radical ocurre un efecto contrario,
es decir, una vez que se ha eliminado la contribucién del cimulo [2Fe-2S]*, se observa que la
amplitud de la sefial del PQQ*® disminuye conforme aumenta la potencia de microondas. Cabe
resaltar, que a las condiciones a las que se realiz6 el estudio de saturacidn progresiva no se

saturd ninguna de estas dos sefiales.

Para estudiar el comportamiento de la saturacién de las senales correspondientes a los
cofactores PQQ° y el cumulo [2Fe-2S]*, como se indicd anteriormente, se graficd la variacion

de la amplitud de la sefial en RPE de cada uno de ellos con respecto a la potencia aplicada.

La figura 4.14 muestra la dependencia de la amplitud de las sefiales RPE del PQQ°* y del cimulo
[2Fe-2S]* con respecto a la potencia de microondas P, aplicada a temperatura constante, 10 K.
Empleando la ecuacién 4.4 observamos que, para la curva de saturacion del radical
semiquinona se tienen dos regiones lineales, cuya interseccidn nos proporciona el valor de P12
(tabla 4.2) En el caso del cumulo [2Fe-2S]* también es posible observar las dos regiones
lineales, ademas el valor de P1/; de saturacién para la sefial del cimulo [2Fe-2S]* es mayor con

respecto a la del PQQ°.
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Figura 4.14 Estudio de saturacion de potencia progresiva a 10 K de la PQQ-ADH de Gluconacetobacter
diazotrophicus. (A) PQQ (m, ajuste lineal ==) y (B) cimulo [2Fe-2S] ('V¥, ajuste lineal ==). Condiciones:
concentracion de proteina 10 mg/mL; intervalo de potencia, 1 - 25 mW; frecuencia, 9.381409 GHz;
amplitud, 0.1 mT.

Adicionalmente, en el grupo de trabajo se realizd previamente un estudio de saturacion
progresiva para el radical semiquinona a 77 K, empleando un rango de potencia de 0.5 a 20

mW. La curva de saturacion progresiva se muestra en la figura 4.15 y tabla 4.2.
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Figura 4.15 Estudio de saturacion de potencia progresiva a 77 K de la PQQ-ADH de Gluconacetobacter
diazotrophicus. PQQ (m, ajuste lineal ==). Condiciones: concentracidn de proteina 10 mg/mL; intervalo
de potencia, 1 - 25 mW; frecuencia, 9.381409 GHz; amplitud, 0.1 mT.

Realizando el ajuste de los datos y determinando el punto donde intersectan ambas rectas se

obtienen los siguientes valores:

Tabla 4.2 Pardmetros de saturacién de la PQQ-ADHa 10y 77 K

Cofactor Valordeg Frecuencia [GHz] Espin P1/2 [mW] Temperatura [K]

PQQ* 2.033 9.36 Y 5.51 77
PQQ* 2.033 9.36 Y 9.12 10
[2Fe2S]* 1.944 9.36 Y 15.24 10
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En el estudio de saturacién progresiva a 77 K no se determiné el valor de P1/; para el cimulo
[2Fe-2S]* tipo ferredoxina ya que la intensidad de la sefial de dicha especie es muy baja y se
dificulta medir la distancia pico a pico de la sefial para evaluar su dependencia con la potencia

de microondas aplicada.

A partir del ajuste lineal de las curvas de saturacion, que se llevd a cabo en este trabajo, se
observa que a 10 K la sefial del PQQ®, con un valor de g = 2.003, se satura alrededor de 9.12
mW mientras que para la sefial del cimulo [2Fe-2S]*, con un valor de gy = 1.944, se satura a
una potencia de 15.24 mW, debido a su cercania con el radical semiquinona (~ 3.3 A) [103]. Es
preciso resaltar que, a bajas temperatura la relajacién espin red no es favorable por lo que la
relajacion espin-espin tomara mayor relevancia. Debido a esto se propone que el electrén
desapareado proveniente del radical PQQ?®, le proporciona al cimulo [2Fe-2S]* un mecanismo
alterno de relajacion mediante el acoplamiento antiferromagnético, determinado

anteriormente, por lo que la sefial del cimulo sera mas dificil de saturar [88, 62].

Para complementar los estudios de RPE a temperatura variable y de saturacidén progresiva de
microondas, en el presente trabajo, se intentd determinar los valores de T1 y T2 para el sistema
en estudio, sin embargo, en comunicacién directa con Ralph Weber, se sugirid hacerlo
mediante RPE de pulsos ya que, a pesar de que se han reportado valores para T1 y T2 obtenidos

mediante RPE en onda continua, no es el método idéneo [104].
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Conclusiones

Se optimizd el crecimiento de la bacteria Ga. diazotrophicus, mediante el control del pH
durante el proceso de crecimiento en el fermentador de 350 L, de modo que el pH siempre se
mantuvo en un intervalo de 5.5 — 7. Lo que nos permitié obtener la PQQ-ADH siempre activa,
a comparacion de trabajos previos en los que debido a una falta de monitoreo del pH en el
medio de cultivo se obtuvo la proteinainactiva, ya que la proteina libera al medio acido acético,

provocando que el pH del mismo disminuya.

Se modificé la nueva metodologia para el proceso de purificacion mediante cromatografia en
columna, de tal forma que no fue necesario utilizar un gradiente de NaCl para eluir la proteina
PQQ-ADH en las dos primeras columnas, QAE y DEAE. Asimismo, se separd la enzima PQQ-
ADH de otras enzimas de membrana solubles que se encuentran presentes en la cadena

respiratoria de la bacteria Ga. diazotrophicus.

Empleando la espectroscopia de UV-Vis se corroboré la presencia de los grupos prostéticos
PQQy hemos tipo c en estado reducido de la enzima PQQ-ADH. Por medio de la espectroscopia
de RPE se confirmé la presencia del cimulo [2Fe-2S]* (S = %) con valores de gy = 1917y g, =

1.944 y del radical semiquinona PQQ?* (S = 72) con un valor de g = 2.003.

Se llevé a cabo un estudio a temperatura variable mediante el cual se determind un
acoplamiento de tipo antiferromagnético entre el PQQ® y el cimulo [2Fe-2S]*, que al ajustar
la ecuacion de Curie-Weiss se obtuvo un valor de © = - 33 K. Dicho acoplamiento es congruente
con la distancia de 3.3 A [103], entre el cimulo metalico y el radical semiquinona, propuesta

en un trabajo previo.
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Mediante un estudio de saturacién progresiva de microondas se determinaron los valores de
P1/2 para el PQQ*®a 77 y 10 K siendo 5.51 y 9.22 mW respectivamente. Para la sefial RPE del
cumulo [2Fe-2S]* a 10 K se tiene un valor de Pi;; = 15.24 mW. Los valores de saturacion
encontrados para el PQQ permiten sugerir que existe una interaccion magnética entre los
cofactores PQQ°® y [2Fe-2S]*, de tipo antiferromagnética previamente determinada, de tal
forma que el PQQ* (especie de lenta relajacion) le proporciona al [2Fe-2S]* (especie de rapida

relajacidon) una relajacion adicional que no permite que se sature la sefial del cimulo.

De esta forma, los resultados obtenidos mediante las curvas de saturacion complementan los
estudios de intensidad de la sefial en RPE en funcién de la temperatura, de modo que la
interaccion antiferromagnética y la saturacidon de las especies paramagnéticas dependen

fuertemente de la distancia a la que se encuentren las especies paramagnéticas.
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