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Freude, shöner Götterfunken… 
 
Froh, wie seine Sonnen fliegen 
Durch des Himmels prächt’gen Plan,  
Laufet, Brüder, eure Bahn, 
Freudig, wie ein Held zum Siegen. 
 
Seid umschlungen, Millionen! 
Diesen Kuss der ganzen Welt! 
Brüder, über’m Sternenzelt 
Muss ein Lieber Vater wohnen. 
 
Ihr stürtz nieder, Millionen? 
Ahnest du den Schöpfer, Welt? 
Such’ ihn über’m Sternenzelt! 
Über Sternen muss er wohnen 

 
Alegría, hermosa chispa de los dioses… 
 
Con gozo, como los soles recorren 
El glorioso espacio celestial 
Recorred, hermanos, su camino, 
Alegres, como un héroe hacia la victoria. 
 
¡Sean abrazados, millones! 
¡Este beso para el mundo entero! 
Hermanos, sobre la bóveda estrellada 
Debe vivir un padre amoroso. 
 
¿Os arrodilláis, millones? 
¿Presientes, mundo, a tu creador? 
¡Buscadlo sobre la bóveda estrellada! 
¡Sobre las estrellas debe habitar! 

 
Friedrich Schiller (Oda a la Alegría) 

Tomada por L. v. Beethoven para su novena sinfonía Op. 112 
 

Siendo pequeño en alguna ocasión me surgió una duda que derivó en una de mis 

primeras hipótesis. Se me ocurrió que uno únicamente crecía el día de su cumpleaños. Para 

probar dicha hipótesis fui ideando mi experimento hasta que, un día antes de mi 

cumpleaños tomé un lápiz y una cinta métrica y marqué mi estatura en la pared de la casa 

esperando ansiosamente que corrieran las horas y preguntándome cuánto habría crecido 

al día siguiente. Evidentemente mi experimento me demostró que mi hipótesis era 

incorrecta así que empecé a buscar otra explicación para el crecimiento. 

Independientemente de mi avance en mis propias teorías y en mi comprensión del 

metabolismo en los organismos, lo cierto es que crecí. Y así pasé por la primaria y la 

secundaria hasta llegar a la preparatoria y finalmente a la universidad. Lo cierto es que crecí 

no sólo el día de mi cumpleaños sino cada día, paso a paso. Y lo cierto es que fui creciendo 

no sólo en estatura. En la vida van llegando distintas oportunidades y casi siempre tomar 

unas es rechazar otras. 
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Así, estando cerca de la mitad de la carrera recibí una invitación a salir un poco de la 

rutina universitaria y participar en un concierto que, aunque no lo sabía, cambiaría el curso 

de mi vida dentro y fuera de la química. El programa, anunciado para el 6 de marzo del 

2011, ofrecía un concierto para violonchelo de Haydn y la novena sinfonía de Beethoven 

con la orquesta  “La Pequeña Camerata Nocturna” acompañada del coro de la Sociedad 

Coral Cantus Hominum y del Coro del Centro Universitario México. Así que, acompañado de 

mis mejores amigos, nos enfrascamos en la maravillosa aventura de afinar nuestras voces y 

hermanarnos con un coro y una orquesta desconocidos para preparar tan ansiado 

concierto. 

Siempre he sido bueno para reconocer las caras y fue así como un día en la cafetería 

de la Facultad de Química me pareció reconocer en el rostro de una maestra, el mismo 

rostro que había visto el día anterior en alguno de los ensayos para el concierto. Al saludarla 

y presentarme recibí la invitación de la Dra. Martha Sosa para visitar su laboratorio y 

conocer sus proyectos. Era el inicio de un largo proceso de diez años en que, con ayuda de 

la Dra. Sosa, me he ido formando como científico. Estando yo en ese momento trabajando 

en un laboratorio de química orgánica no me veía con futuro en uno de química inorgánica. 

Sin embargo fui a ver los proyectos y recibí dos artículos, uno de algún tema de magnetismo 

que no entendí nada y otro artículo que tampoco entendí pero en el título decía algo sobre 

hierro que me llamó la atención lo suficiente para dedicarme a ese tema los siguientes 

cuatro años. Por supuesto primero tuve que aprender a pronunciar “deshidrogenación 

oxidativa”1 sin trabarme. 

Aunque estudiar la deshidrogenación oxidativa me gustó mucho, había algo que no 

me llenaba y de hecho empecé a ver otro proyecto crecer en el laboratorio así que, 

platicándolo con la Dra. Sosa, me cambié de área. Esta vez tuve que aprender a pronunciar 

primero “Gluconacetobacter diazotrophicus”, algo un poco más complicado. 

 

1 En el grupo de trabajo hemos cambiado el título a deshidrogenación oxidante pero nunca me he 
logrado acostumbrar a este nuevo nombre. 
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Durante la maestría, y con este nuevo proyecto, fue que descubrí el maravilloso 

mundo de la química bioinorgánica y tuve que enfrentarme al magnetismo, aquel tema que 

me había espantado unos años antes. También fue el tiempo de los primeros congresos, de 

salir y presentar mi trabajo fuera de la facultad por primera vez y de ir conociendo el 

“mundo académico”. 

Así llegué al inicio del doctorado, continuaba creciendo y aprendiendo. Pero con el 

crecimiento avanza invariablemente la edad, en especial de quienes nos rodean y con la 

edad el cuerpo se debilita invariablemente. Recién iniciado el doctorado, el mismo día que 

recibía una carta de aceptación para ir a Bélgica a estudiar un curso de química 

bioinorgánica, también recibía la noticia de que mi abuela iba camino al hospital por un 

infarto cerebral. En cierto sentido, ella me acompañó durante todo el doctorado con su 

enfermedad y sus sufrimientos al preguntarme todos los días, cómo estaba, qué estaba 

descubriendo y qué tal iba mi proyecto. Y el ver el cuerpo decayendo, aunque nos muestra 

nuestra propia fragilidad, lejos de desanimarme me ayudó también a seguir creciendo hacia 

adentro. 

Describiría el doctorado como un tiempo de contrastes, de grandes alegrías y 

tristezas, de muchos logros y de algunas caídas. En cierto sentido es un reflejo de lo que es 

la vida. Durante este tiempo he visto mi vida académica despegar y crecer. Publiqué algunos 

artículos y hasta me invitaron a participar en un capítulo en un libro. En el curso en Bélgica 

y en los congresos a los que he asistido he podido conocer a grandes científicos de mi área. 

Por primera vez empecé a dar clases y ha sido de las actividades que más he disfrutado en 

la vida y ver ahora el resultado de mi trabajo plasmado en una tesis es algo que me llena de 

satisfacción. Pero por otro lado, durante este tiempo también he visto la muerte de cerca, 

especialmente de mi abuela Martha, de mi tío Pedro y de mi tía Irma. Tres personas sin las 

que no podría entender mi vida al día de hoy. Tres personas que me ayudaron a forjarme, 

a veces desde mi infancia, pero sobre todo en los últimos años. Vaya dedicado a ellos 

especialmente este trabajo. 
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el cielo y las estrellas…¿qué es el hombre para que te acuerdes de él? Le doy gracias porque 
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Resumen  

Las bacterias ácido-acéticas se caracterizan por la oxidación incompleta de alcoholes 

y azúcares produciendo los ácidos correspondientes y liberándolos al medio. Ese proceso, 

acoplado a la cadena respiratoria, se lleva a cabo por deshidrogenasas de membrana entre 

las que destaca la alcohol deshidrogenasa (ADH). Además de este metabolismo externo 

existe un metabolismo interno para la asimilación de carbono, principalmente por la vía de 

las pentosas fosfatadas. El presente trabajo  es un estudio de la función y estructura de las 

proteínas alcohol deshidrogenasa (presente en el metabolismo externo de alcoholes) y 6-

fosfogluconato deshidrogenasa (presente en el metabolismo interno de azúcares).  

Partiendo del estudio previo de la ADH de Gluconacetobacter diazotrophicus 

(GdADH-III), se reporta la cristalización de la proteína y un estudio de la GdADH-III en estado 

oxidado, lo que permite comprobar la importancia del estado de oxidación de los grupos 

hemo en la cristalización. Se reporta también la reactividad de la enzima con NO, la 

caracterización espectroscópica permite identificar la oxidación de tres grupos hemo y la 

formación de tres aductos Fe(III)-NO y un aducto Fe(II)-NO de bajo espín. Además, se 

reportan también los resultados preliminares del cultivo de la bacteria y su actividad de 

alcohol deshidrogenasa en presencia de los iones lantánidos La3+ y Ce3+/4+.  Por otro lado, se 

reporta por primera vez el aislamiento y caracterización de la 6-fosfogluconato 

deshidrogenasa de Ga. diazotrophicus (Gd6PGD) tanto de la fracción soluble como de la 

fracción membranal. En términos de su función, Gd6PGD utiliza NAD+ preferentemente 

sobre NADP+. La estructura de Gd6PGD determinada a una resolución de 1.9 Å muestra un 

homodímero de 70 kDa y cada una de las subunidades está formada por tres dominios. Se 

comparan las secuencias de aminoácidos  y la estructura de varias 6PGDs reportadas. La 

secuencia más corta en Gd6PGD, provoca cambios en la estructura y la exposición de 

regiones con residuos hidrofóbicos en el dominio III lo que podrían permitir su asociación a 

la membrana. Se describe también una nueva subfamilia de 6PGDs de “cadena corta” (333 

residuos de aminoácidos) dependientes de NAD+, en contraste con la subfamilia de “cadena 

larga” (480 residuos) dependiente de NADP+.   
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Summary 

Acetic-acid bacteria are characterized by the incomplete oxidation of alcohols and 

sugars producing and releasing the corresponding acids to the medium. This process, 

coupled to the respiratory chain, is driven by membrane-dehydrogenases such as the 

alcohol dehydrogenase (ADH). Besides this external metabolism there is an internal 

metabolism for carbon assimilation, primarily by the pentose phosphate pathway. The 

present work studies the function and structure of the proteins alcohol dehydrogenase 

(present in the external alcohol metabolism) and 6-phosphogluconate dehydrogenase 

(present in the internal sugar metabolism). 

Going on from the previous study of the ADH from Gluconacetobacter 

diazotrophicus (GdADH-III), the crystallization of the protein is reported and a study of the 

protein in oxidized state are reported, which allow to prove the importance of the oxidation 

state of the heme groups in the protein for crystallization. The reactivity of the protein with 

NO is also reported and the spectroscopical characterization allows to identify the oxidation 

of three heme groups and the formation of three Fe(III)-NO aducts and one low-spin Fe(II)-

NO aduct. Besides, the preliminary results of the bacterium growth and alcohol 

dehydrogenase activity in presence of the lanthanide ions La3+ and Ce3+/4+. On the other 

hand, it is reported for the first time the isolation and characterization of the 6-

phosphogluconate dehydrogenase from Ga. diazotrophicus (Gd6PGD) both from the 

soluble and membrane fractions. In terms of its function Gd6PGD uses preferentially NAD+ 

over NADP+. The structure of Gd6PGD determined at 1.9 Å, shows a homodimer of 70 kDa, 

each of the subunits consisting of three domains. Amino acid sequences and the structure 

of several reported 6PGDs are compared. The shorter sequence in Gd6PGD induces changes 

in the structure leading to the exposure of a region with hydrophobic residues in domain III 

that might allow its association to the membrane. Finally, a new subfamily of “short-chain” 

6PGDs (333 amino acids residues) NAD+-dependent proteins is described in contrast with 

the “long-chain” (480 amino acids residues) NADP+-dependent proteins. 
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Abreviaturas empleadas 

6PG   6-fosfogluconato 

6PGD   6-fosfogluconato deshidrogenasa 

Aa6PGD   6-fosfogluconato deshidrogenasa de Acetobacter aceti (Aa) 

Ap6PGD    6-fosfogluconato deshidrogenasa  de Acetobacter pasteurianus (Ap) 

ADH   Alcohol deshidrogenasa 

ADH-III   Alcohol deshidrogenasa de tipo III dependiente de PQQ 

ALDH   Aldehído deshidrogenasa 

ATP   Adenosíntrifosfato 

EPR   Resonancia paramagnética electrónica 

FAD   Flavina adenina dinucléotido 

Gd6PGD  6-fosfoglucuonato deshidrogenasa de Gluconacetobacter diazotrophicus 

GdADH-III  Alcohol deshidrogenasa de tipo III de Gluconacetobacter diazotrophicus 

Ga diazotrophicus Gluconacetobacter diazotrophicus 

Gs6PGD  6-fosfogluconato deshidrogenasa de Geobacillus stearothermophilus (Gs)  

Hs6PGD   6-fosfogluconato deshidrogenasa de Homo sapiens (Hs) 

Kp6PGD  6-fosfogluconato deshidrogenasa de Klebsiella pneumoniae (Kp)  

Kx6PGD  6-fosfogluconato deshidrogenasa de Komagataeibacter xylinus (Kx) 

Ll6PGD   6-fosfogluconato deshidrogenasa de Lactococcus lactis (Ll)  

MDH   Metanol deshidrogenasa 

MbADH   Alcohol deshidrogenasa de Methylomicrobium buryatense 

ME   Método de mínima evolución 

MeADH   Alcohol deshidrogenasa de Methylorubrum extorquens 

MfADH   Alcohol deshidrogenasa de Methylacidiphilum fumariolicum 

ML   Método de máxima verosimilitud 

MP       Método de máxima parsimonia 

NAD+   Nicotinamida adenina dinucleótido 

NAD-X   Enzima dependiente de nicotinamida adenina dinucleótido 

NADH    Nicotinamida adenina dinucleótido reducido 

NADP+   Nicotinamida adenina dinucleótido fosfato 

NADPH    Nicotinamida adenina dinucleótido fosfato reducido 
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NDH   NADH deshidrogenasa  

NJ    Método de vecino más cercano 

Oa6PGD  6-fosfogluconato deshidrogenasa de Ovis aries (Oa) 

PEG   Polietilenglicol 

PDB   Banco de datos de proteínas, Protein Data Bank www.rcsb.org 

PPP   Vía de las pentosas fosfatadas 

PQQ   Pirroloquinolina quinona 

Sc6PGD   6-fosfoglucuonato deshidrogenasa de Saccharomyces cerevisiae (Sc)  

Tb6PGD  6-fosfoglucuonato deshidrogenasa de Trypanosomas brucei (Tb)  

Tg6PGD  6-fosfoglucuonato deshidrogenasa de Trypanosomas grayi (Tg)  

UPGMA  Método de agrupación de pares no ponderado con media aritmética 

UOX   Ubiquinol oxidasa 

UQ   Ubiquinona oxidada 

UQH2   Ubiquinona reducida 

UV-VIS   Ultravioleta visible 

 

Nomenclatura de los aminoácidos proteinogénicos 
 
Ácido aspártico D Asp 

Ácido glutámico E Glu 

Alanina  A  Ala 

Arginina   R Arg 

Asparagina   N Asn 

Cisteína  C Cys 

Fenilalanina  F Phe 

Glicina   G Gly 

Glutamina   Q Gln 

Histidina   H His 

Isoleucina   I Ile 

Leucina  L Leu 

Lisina   K Lys 

Metionina  M Met 

Prolina   P Pro 

Serina    S Ser 

Tirosina  Y Tyr 

Treonina  T Thr 

Triptofano  W Trp 

Valina   V Val 

  

http://www.rcsb.org/


 

 

 

1. Antecedentes 

1.1 Bacterias ácido-acéticas 

Las bacterias ácido-acéticas pertenecen a la familia Acetobacteraceae, del orden 

Rhodospirillales, y son parte de las alfaproteobacterias [1]. Se caracterizan por la oxidación 

incompleta de alcoholes y azúcares para producir los ácidos correspondientes como 

productos finales de su metabolismo, liberándolos al medio. A dicho proceso se le conoce 

como fermentación oxidante. Son bacterias Gram negativas y aeróbicas estrictas. Tienen la 

capacidad de crecer en medios ácidos con pH de entre 3.0 y 3.5 aunque el intervalo óptimo 

es entre 5.0 y 6.5 [2].  

Debido a la fermentación oxidante, estas bacterias son de gran importancia en la 

industria de los alimentos, en la producción de bebidas fermentadas, en la producción de 

vinagre, de vitamina C, en la producción de celulosa, etc. [3-6]. Por ello, el estudio del 

metabolismo en las bacterias ácido-acéticas es de gran relevancia; en especial en lo 

concerniente a la relación entre el metabolismo de azúcares y de alcoholes. 

La filogenia y taxonomía de las bacterias ácido-acéticas se ha discutido por mucho 

tiempo y actualmente se reconocen 17 géneros, aunque los más estudiados han sido los 

géneros Acetobacter, Gluconobacter, Gluconacetobacter y Komagataeibacter [7].  

 

1.1.1 Gluconacetobacter diazotrophicus 

La bacteria Saccharobacter nitrocaptans fue descubierta en Brasil 1988 en las raíces 

y tallos de la caña de azúcar [8]. En 1989 fue renombrada como Acetobacter diazotrophicus 

[9] y con nueva evidencia filogenética, su nombre fue corregido a Ga. diazotrophicus. Es un 

bacilo Gram negativo que se mueve con flagelos perítricos. Mide entre 0.5-0.8 y 2.0 m 

(Figura 1.1). La bacteria es endófita de la caña de azúcar, sin embargo se ha encontrado 

también en cultivos de café [10], mango, plátano [11] y arroz [12] entre otros.   
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Figura 1.1 Fotografía de microscopía electrónica de Ga. diazotrophicus mostrando los flagelos 

perítricos. Las dimensiones de la célula son de 0.7 x 0.9 x 2 m [9]. 

 

Ga. diazotrophicus fue la primera especie de la familia Acetobacteraceae en la que 

se describió la fijación biológica de nitrógeno (FBN) [8] y durante mucho tiempo se pensó 

que era la única especie dentro de dicha familia capaz de fijar nitrógeno. Sin embargo, desde 

hace algunos años se han reportado nuevas especies capaces de fijar nitrógeno como 

Gluconacetobacter nitrocaptans y Gluconacetobacter azotocaptans [13], Swaminathania 

salitolerans [14], Acetobacter peroxydans [15], Acetobacter nitrogenifigens [16], Asaia 

bogorensis y Asaia siamensis [17]. 

La reacción de reducción de N2 (Ec. 1.1) requiere de una gran cantidad de energía 

para romper el enlace N≡N (942 kJ/mol). La FBN se lleva a cabo por enzimas nitrogenasas 

que obtienen la energía en forma de ATP (proveniente de la cadena respiratoria) [18].  

N2 + 10H+ + 8e- + 16ATP → 2NH4
+ + 16ADP + 16Pi + H2 (Ec. 1.1) 

Debido a que las nitrogenasas son extremadamente sensibles al oxígeno [19], los 

organismos fijadores de nitrógeno han desarrollado sistemas de protección que evitan la 

pérdida de actividad de nitrogenasa aun en medios con O2 presente [20]. Uno de ellos 

consiste en una alta tasa respiratoria por parte de la célula capaz de abatir la presión del 

oxígeno y mantener un ambiente intracelular microaerofílico (protección respiratoria) [21]. 
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Este mecanismo, además de que mantiene a la enzima activa aun a altas concentraciones 

de oxígeno, provee ATP suficiente para la fijación de N2. 

Un estudio demostró que al aumentar la aireación, aumentan también tanto el 

cultivo de Ga. diazotrophicus como la actividad de su nitrogenasa. Bajo estas condiciones, 

hay un sistema membranal de transporte de electrones muy activo, compuesto por enzimas 

deshidrogenasas dependientes de PQQ, principalmente las enzimas alcohol y aldehído 

deshidrogenasas (PQQ-ADH y PQQ-ALDH) [20]. 

 

1.2 Fermentación oxidante y la cadena respiratoria en bacterias ácido-acéticas  

Las bacterias ácido-acéticas se caracterizan por liberar al medio una gran cantidad 

de productos de la oxidación incompleta de alcoholes y azúcares, principalmente etanol y 

glucosa. También pueden oxidar glicerol a dihidroxiacetona, D-sorbitol a L-sorbosa, D-

manitol a D-fructosa y D-glucosa a los ácidos D-glucónico, 2-ceto-D-glucónico o 5-ceto-D-

glucónico [1].  Dichas oxidaciones son conocidas como fermentaciones oxidantes y son 

llevadas a cabo por deshidrogenasas primarias de la cadena respiratoria. Estas 

deshidrogenasas se encuentran localizadas en el lado periplásmico de la membrana 

citoplásmica. Generalmente consisten en complejos de dos o tres subunidades. Una 

subunidad grande de 58 – 80 kDa (con cofactores que pueden variar entre FAD, PQQ, hemo 

c y molibdopterina), una segunda subunidad de 45 - 50 kDa (con tres grupos hemo c) y una 

tercera subunidad de entre 15 y 20 kDa. Es importante mencionar que en algunas 

deshidrogenasas no se encuentra la tercera subunidad e incluso hay enzimas que carecen 

también de la segunda (Tabla 1.1) [22, 23]. 
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Tabla 1.1 Algunas deshidrogenasas de membrana de las bacterias ácido-acéticas, su composición 
oligomérica y los cofactores presentes en cada subunidad. Tomada de Adachi y Yakushi, 2016 [23]. 

Enzima Sustrato Producto Subunidades Grupos prostéticos 

en  

Grupos 
prostéticos en 

 

Ref. 

ADH-III Etanol Acetaldehído  o  PQQ / hemo c 3 hemos c [24] 

ALDH Acetaldehído Ácido acético  Molibdopterina 3 hemos c / 
[2Fe-2S] 

[25] 

GADH Gluconato 2-cetogluconato  FAD 3 hemos c [26] 

2KGDH 2-
cetogluconato 

2,5-
dicetogluconato 

 FAD 3 hemos c [27] 

FDH Fructosa 5-cetofructosa  FAD 3 hemos c [28] 

SLDH D-Sorbitol L-Sorbosa  FAD 3 hemos c [29] 

GDH Glucosa Gluconato  PQQ - [30] 

QDH Quinato 3-
deshidroquinato 

 PQQ - [31] 

GLDH Polioles Cetonas  PQQ - [32] 

ADH, alcohol deshidrogenasa. ALDH, aldehído deshidrogenasa. GADH, gluconato deshidrogenasa. 
2KGDH, 2-cetogluconato deshidrogenasa. FDH, fructosa deshidrogenasa. SLDH, sorbitol 
deshidrogenasa. GDH, glucosa deshidrogenasa QDH, quinato deshidrogenasa. GLDH, glicerol 
deshidrogenasa. 
 

Los electrones tomados del sustrato por las deshidrogenasas primarias son 

posteriormente transferidos, por medio de ubiquinona, a las oxidasas terminales que 

transfieren los electrones al aceptor final, el oxígeno [33]. La mayoría de las bacterias ácido-

acéticas carecen de citocromo c oxidasa, pero cuentan con una ubiquinol oxidasa, UOX 

(citocromo ba3 o bo3), capaz de generar una fuerza protón-motriz que es utilizada para la 

síntesis de ATP. Además de la acumulación de los productos de oxidación en el medio, la 

fermentación oxidante es crucial para la obtención de energía en la bacteria [22, 23] (Figura 

1.2). 

Existen también un par de oxidasas terminales que, aunque no generan una fuerza 

protón-motriz, le permiten a la bacteria mantener un metabolismo aerobio en condiciones 

adversas:  el citocromo bd oxidasa con alta afinidad al oxígeno que funciona en condiciones 

de bajo oxígeno y la oxidasa CIO (del inglés, Cyanide-insensitive quinol oxidase)  que tiene 

una alta kcat y que se activa cuando la ubiquinol oxidasa se ha inactivado por cianuro [22, 

34-36] (Figura 1.2). 
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Figura 1.2. Deshidrogenasas primarias acopladas a la cadena respiratoria. La fermentación oxidante 
se da por medio de deshidrogenasas de membrana (ADH, alcohol deshidrogenasa, ALDH, aldehído 
deshidrogenasa; GDH, glucosa deshidrogenasa; GADH, gluconato deshidrogenasa; KGDH, 
cetogluconato deshidrogenasa; FDH, fructosa deshidrogenasa; SLDH, sorbitol deshidrogenasa; QDH, 
quinato deshidrogenasa). Los electrones son transferidos a la ubiquinona (UQ) para reducirla a 
ubiquinol (UQH2) y posteriormente son transferidos al oxígeno por medio de la ubiquinol oxidasa 
(UOX) y de la oxidasa terminal resistente a cianuro (CIO). Las deshidrogenasas citoplásmicas reducen 
NAD+ a NADH, el cual es oxidado por la NADH deshidrogenasa (NDH) membranal y los electrones 
son transferidos a la UQ. Adaptado de [23]. 

 

1.2.1 Oxidación citoplásmica y la cadena respiratoria. 

Además de las deshidrogenasas de membrana mencionadas anteriormente, existen 

deshidrogenasas citoplásmicas que oxidan alcoholes y carbohidratos. Estas 

deshidrogenasas, a diferencia de las de membrana, son dependientes de NAD(P)+ y su pH 

óptimo de trabajo es mayor que el de las proteínas de membrana. También se puede 

apreciar una considerable diferencia en la actividad específica, siendo mayor en las de 

membrana (Tabla 1.2) [33]. Estas deshidrogenasas citoplásmicas también se encuentran 

acopladas a la cadena respiratoria por medio de la NADH deshidrogenasa (NDH) membranal 
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[33, 35-37] (Figura 1.2). En general se puede hablar de las enzimas de membrana como 

parte de la cadena respiratoria y las enzimas solubles en el citoplasma como sistemas para 

emplear los alcoholes y carbohidratos como fuentes de carbono y de energía. 

 

Tabla 1.2. Comparación de deshidrogenasas citoplásmicas y de membrana de bacterias ácido-
acéticas [33]. 

Localización Cofactor Dirección Actividad 
específica 

(mol min-1 
mgprot

-1) 

pH óptimo 

 
Etanol                            Acetaldehído (Acetobacter)   
 

Membrana 
Citoplasma 

PQQ 
NAD+ 

NADH 
 

 1.4 
0.005 
0.35 

4.0 
8.0 
6.0 

Acetaldehído                        Acetato (Acetobacter) 
 

Membrana 
Citoplasma 

PQQ 
NADP+ 

 

 3.5 
0.54 

5.0 
9.5 

D-glucosa                          D-gluconato (Gluconobacter) 
 

Membrana 
Citoplasma 

PQQ 
NADP+ 

NADPH 
 

 1.5 
0.08 

0.003 
 

6.0 
8.5 – 9.0 

7.0 
 

D-Gluconato                            2-ceto-D-gluconato (Gluconobacter) 
 

Membrana 
Citoplasma 

FAD 
NADP+ 

NADPH 
 

 2.7 
0.08 
0.2 

6.0 
10.5 
6.0 

 
D-fructosa                           5-ceto-D-fructosa (Gluconobacter) 
 

Membrana 
Citoplasma 

PQQ 
NADP+ 

NADPH 

 0.8 
0.006 

0.8 

6.0 
8.5 – 10.0 

6.5 
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1.3 Metabolismo de alcoholes 

1.3.1 Oxidación periplásmica y citoplásmica de alcoholes 

Las bacterias ácido-acéticas, como se mencionó anteriormente, se caracterizan por 

la oxidación parcial de alcoholes a sus ácidos correspondientes, específicamente de etanol 

a ácido acético. Dicha oxidación se da por medio de la enzima de membrana alcohol 

deshidrogenasa PQQ-ADH de tipo III, que oxida el etanol a acetaldehído transfiriendo 2e- y 

2H+ al PQQ (Ec. 1.2), y de la enzima de membrana aldehído deshidrogenasa (PQQ-ALDH), 

que oxida el acetaldehído a ácido acético transfiriendo 2e- y 2H+ al PQQ (Ec. 1.3). Por otro 

lado, dentro del citoplasma se puede llevar a cabo una oxidación completa de etanol por 

medio de enzimas dependientes de NAD(P)+ y donde el ácido acético producido es utilizado 

por la acetil CoA sintetasa y el acetil CoA formado ingresa al ciclo de los ácidos tricarboxílicos 

(Figura 1.3) [36, 38]. Se ha probado en mutantes de especies Acetobacter que carecen de la 

ADH de membrana que la expresión de las enzimas ADH y ALDH dependientes de NAD(P)+ 

incrementa en presencia de etanol sin observarse producción de ácido acético [39, 40]. Lo 

anterior demostró que la función de las deshidrogenasas citoplásmicas es la de utilizar el 

etanol como fuente de carbono y de energía y que no participan en la fermentación 

oxidante.  
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Figura 1.3. Oxidación de alcoholes en las bacterias ácido-acéticas. Las proteínas de membrana 
alcohol deshidrogenasa (ADH) y la aldehído deshidrogenasa (ALDH) funcionan como las primeras 
deshidrogenasas en la respiración de etanol. Las proteínas dependientes de NAD(P)+, alcohol 
deshidrogenasa (NAD+-ADH) y aldehído deshidrogenasa (NADP+-ALDH), se encuentran en el 
citoplasma y funcionan para la asimilación de etanol y acetaldehído. Adaptado de [36]. 

 

1.3.2 Clasificación de las alcohol deshidrogenasas (ADHs) 

Las enzimas que oxidan alcoholes, las cuales se encuentran ampliamente 

distribuidas desde bacterias hasta mamíferos, se pueden dividir en 4 grupos dependiendo 

del cofactor que empleen [41]: 

1) Enzimas que contienen pirroloquinolina quinona (PQQ) o quinoproteínas. Pueden 

además contener grupos hemo. 

2) Enzimas que contienen flavina adenina dinucleótido (FAD). 
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3) Enzimas que contienen nicotinamida adenina dinucleótido (fosfato) (NAD(P)+) y 

suelen subdividirse en enzimas de cadena media, dependientes de Zn2+; enzimas de 

cadena larga activadas por Fe y enzimas de cadena corta sin cofactores metálicos. 

4) Enzimas que contienen grupos hemo y el cofactor F420 (similar a la flavina 

mononucléotido). 

Las alcohol deshidrogenasas dependientes de PQQ (PQQ-ADH) se encuentran 

principalmente en las ,  y -proteobacterias. Se localizan tanto en el espacio 

periplasmático como unidas a la membrana citoplásmica y forman, junto con la cadena 

respiratoria, el “sistema alcohol oxidasa periplásmico” [42, 43]. 

Las PQQ-ADH se pueden clasificar en 3 grupos [42]:  

• Las PQQ-ADH de tipo I son enzimas solubles del periplasma y poseen únicamente 

PQQ como grupo prostético además de un puente disulfuro. Las más estudiadas son 

la metanol deshidrogenasa (Ca2+-MDH) de organismos metilótrofos y la etanol 

deshidrogenasa (Ca2+-QEDH), así como las enzimas análogas dependientes de Ln3+. 

• Las PQQ-ADH de tipo II son enzimas solubles del periplasma y contienen, además 

del Ca2+-PQQ y el puente disulfuro, un grupo hemo tipo c. Se encuentran 

principalmente en Pseudomonas [44-47], Ralstonia [48] y Comamonas [49]. A 

diferencia de las ADHs de tipo I y III, las de tipo II pueden oxidar con relativa facilidad 

alcoholes primarios de cadena media, alcoholes secundarios e incluso dioles, 

alcoholes heterocíclicos y glicerol [44, 47, 48, 50, 51]. 

• Las PQQ-ADH de tipo III son enzimas de membrana y son específicas de bacterias 

ácido-acéticas. Contienen una subunidad I (de 72-80 kDa) con un PQQ, un puente 

disulfuro y un grupo hemo c y una subunidad II (de 45 a 55 kDa) con tres grupos 

hemo c. Adicionalmente pueden tener una subunidad III (de 8 a 16 kDa) cuya función 

es aún desconocida. 

Se han reportado estructuras tridimensionales para las ADH de tipo I de 

Methylobacterium extorquens (PDB 1W6S) [52 PDB 1H4J, 53], Methylophilus 

methylotrophus (PDB 2AD6, 2AD7 y 2AD8) [53], Methylophilus methylotrophus W3A1 (PDB 
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4AAH y 1G72) [54, 55, 56], Paracoccus denitrificans (PDB 1LRW) [57], Hyphomicrobium 

denitrificans (PDB 2D0V) [58] y Methylococcus capsulatus (PDB 4TQO) [59] y de tipo II de 

Comamonas testosteroni (PDB 1KB0) [60] así como las ADH-IIB (PDB 1KV9) [50] y ADH-IIG 

(PDB 1YIQ) [45] de Pseudomonas putida. Hasta el momento no se ha reportado ninguna 

estructura de alguna PQQ-ADH de tipo III. 

 

1.3.2.1 PQQ-ADHS de tipo I dependientes de Ln3+ 

Además de las ADHs de tipo I dependientes de Ca2+ existe una alcohol 

deshidrogenasa dependiente de iones lantánidos. Aunque desde los años 90 se identificó el 

gen xoxF, que codifica para una metanol deshidrogenasa dependiente de PQQ (MDH), no 

fue sino hasta principios de la última década que se aisló y caracterizó dicha proteína. Se 

observó que al añadir Nd3+ y Sm3+ al medio de cultivo de Methylobacterium radiotolerans la 

actividad de MDH se incrementaba ligeramente. Dicho incremento era considerable si se 

añadían los iones La3+ y Ce3+. Además, se caracterizó la proteína Ln3+-XoxF como un 

homodímero (2) a diferencia del heterotetrámero (22) en Ca2+-MDH [61]. Resultados 

similares se observaron para Bradrhyzobium sp. [62] y Methylobacterium extorquens [63]. 

A la fecha, se conocen cuatro estructuras de MDHs dependientes de lantánidos: 

Ce3+-XoxF con clave PDB 4MAE [64] y Eu3+-XoxF de Methylacidiphilum fumariolicum SolV 

con clave PDB 6FKW [65], La3+-XoxF de Methylomicrobium buryatense con clave PDB 6DAM 

[66] y La3+-XoxF de Methylorubrum extorquens con clave PDB 6OC6 [67]. Todas ellas tienen 

la misma estructura general que las MDH dependientes de calcio. Consisten en un dominio 

de “súper barril” donde se encuentra el cofactor Ln3+-PQQ. Los residuos de unión a PQQ y 

al metal están conservados y el PQQ se encuentra entre un residuo de Trp y un puente 

disulfuro formado por dos cisteínas adyacentes. Al igual que en las estructuras de calcio, el 

ion lantánido está coordinado a un Glu, un Asp y una Asn además de al PQQ a través de un 

oxígeno quinoide, un nitrógeno de un grupo piridil y el oxígeno de un carboxilato. 

Adicionalmente, en las estructuras de lantánidos hay un Asp que se coordina al metal de 

manera bidentada. Este residuo ayuda a estabilizar la mayor carga positiva del ion Ln3+ así 
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como el mayor número de coordinación adoptado por los lantánidos. Mientras que el calcio 

tiene un número de coordinación de entre 6 y 8 en las MDH, los Ln3+ presentan un número 

de coordinación de entre 9 y 10 en las proteínas análogas (Figura 1.4). 

 

 
Figura 1.4 Estructura típica del sitio de unión Ln3+-PQQ en Eu3+-XoxF. El PQQ se encuentra entre un 
Trp y el puente disulfuro. El ion Ln3+ además de estar unido al PQQ, se encuentra coordinado a dos 
Asp, una Asn y un Glu [65]. Se muestran los átomos de carbono en color gris, los de oxígeno en color 
rojo, los de nitrógeno en color azul, los de azufre en color amarillo y el ion Eu3+ en color cian. 
 
 

Varios estudios han sugerido la importancia de los iones lantánidos en la proteína, 

demostrando que el gen xoxF se transcribe y se traduce aun en ausencia de dichos iones. 

Sin embargo, la actividad de XoxF sí depende de la presencia de iones Ln3+ [68-70]. En 

algunos casos como en Methylacidiphilum fumariolicum, aislada de pantanos volcánicos, el 

cultivo de la bacteria es estrictamente dependiente de iones lantánidos (La3+, Ce3+, Nd3+, 

Pr3+) y la primera estructura cristalina de una Ln3+-MDH , con un ion Ce3+, mostró que dichos 

iones se encuentran presentes en el sitio activo [64]. 

A pesar de que las proteínas dependientes de lantánidos se descubrieron 

recientemente en el 2014, se ha propuesto un papel catalítico y regulatorio para dichos 

iones [71, 72]. En ausencia de iones lantánidos, la regulación de las proteínas XoxF y MxaF 

(correspondientes a las Ln3+-MDH y Ca2+-MDH, respectivamente) se da por medio de apo-

XoxF, que actúa como sensor de Ln3+ e interactúa con las cinasas MxbDM y posiblemente 

con MxcQE. Finalmente, MxbM activa la expresión de mxa y la represión de xox (Figura 1.5 
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A). Por otro lado, en presencia de La3+, el ion metálico puede entrar al periplasma a través 

de un transportador dependiente de la proteína TonB (probablemente con ayuda de alguna 

chaperona). La unión de La3+ a apo-XoxF produce la forma activa de XoxF, disminuyendo la 

señal de MxcQE/MxbDM lo que resulta en una regulación positiva de xox. Además, se ha 

observado una vía para detectar La3+ y la presencia de un transportador ABC sugiere que el 

ion metálico entra en el citoplasma probablemente reprimiendo mxa y promoviendo la 

expresión de xox (Figura 1.5 B). Resulta interesante que los canales de calcio regulados por 

voltaje y por ligantes son bloqueados por iones lantánidos [73-76].  

 

Figura 1.5 Modelo actual para la regulación de las metanol deshidrogenasas dependientes de 
lantánidos (XoxF) y de calcio (MxaF). A) en ausencia de La3+ y B) en presencia de La3+. Se muestra el 
transportador de Ln3+ dependitente de TonB (TonB) así como los canales iónicos para Ln3+ (ABC) y 
para Ca2+(CaV). Las cinasas MxbDM y MxcQE, parecen estar involucradas en la regulación de la 
expresión de los genes mxa y xox. Tomado de [76]. Adaptado de [71-72]. 
 

 
Hasta el momento, se ha estudiado poco acerca de la homeostasis de Ln3+. Además, 

sería interesante el estudio de las cascadas de señalización de Ca2+ en ambientes naturales 

ricos en lantánidos así como de las posibles cascadas regulatorias de Ln3+ que puedan existir 

[76]. 
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1.3.3 PQQ-ADH de Ga. diazotrophicus 

La proteína PQQ-ADH de Ga. diazotrophicus de tipo III (GdADH-III) fue aislada y 

estudiada por los grupos de Escamilla y Sosa-Torres [77–81] encontrando que tiene una masa 

molecular de 115 kDa y que está formada por dos subunidades: SUI y SUII de 71.4 y 43.5 

kDa respectivamente. Por medio de estudios de espectroscopia UV-Vis se identificaron los 

grupos prostéticos PQQ (con bandas en 317 y 350 nm) y grupos hemo c reducidos (con la 

banda Soret en 418 y las bandas α y β en 523 y 552 nm). La presencia de un Ca2+-PQQ, fue 

confirmada también por medio de un análisis cuantitativo de HPLC, observando la presencia 

del grupo PQQ y por espectroscopía de absorción atómica, confirmando un átomo de Ca2+ 

por heterodímero. 

La especificidad a sustrato de GdADH-III es menos restringida que para otras ADHs 

de tipo III, pudiendo oxidar acetaldehído además de etanol. Las Km para etanol y 

acetaldehído son 4.6x10-4 M y 2.9x10-3 M respectivamente. De hecho, GdADH-III puede 

llevar a cabo la oxidación de etanol a acetaldehído y posteriormente llevar a cabo una 

segunda oxidación del acetaldehído al ácido acético sin liberar en ningún momento el 

acetaldehído al medio [80]. 

Adicionalmente se realizaron estudios de EPR para observar el radical de la 

semiquinona de PQQ a 77 K (Figura 1.6 A) con una señal en g = 2.0034. Al bajar la 

temperatura a 20 K se observó una señal con un patrón de resonancia para un cúmulo de 

ferredoxina [2Fe-2S] en estado reducido con valores de gx = 2.007, gy = 1.941 y gz = 1.920 

(figura 1.6 B). Dichas señales son consistentes con el espectro de UV-Vis al indicar que la 

proteína se aísla con sus cofactores en estado reducido. La presencia del cúmulo de hierro 

azufre se confirmó por medio de espectroscopía de absorción atómica y se determinó el 

hierro total encontrando 6 Fe y un Ca por heterodímero de ADH, lo que es consistente con 

la presencia de cuatro grupos hemo tipo c y un cúmulo [2Fe-2S]. Esto se confirmó también 

por una determinación cuantitativa de Fe y sulfuros lábil, obteniéndose seis átomos de Fe 

y dos átomos de azufre lábil por heterodímero de GdADH-III [78].  
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Figura 1.6 Espectros de EPR de la GdADH-III. A) Espectro en banda X del radical de semiquinona de 
PQQ a 77 K. B) Espectro de EPR en banda X del cúmulo [2Fe- 2S] en la GdADH-III a 20 K a) espectro 
experimental y b) línea sólida azul espectro simulado; línea punteada azul: semiquinona de PQQ; 
línea discontinua rosa: cúmulo [2Fe-2S]. Tomado de Gómez-Manzo et al. 2010 [78]. 

 

Se determinaron también los potenciales redox de los grupos hemo tipo c por medio 

de una titulación espectro-electroquímica (UV-Vis - electroquímica) siguiendo el cambio de 

la banda α en 553 nm. Para la determinación de los potenciales del PQQ y de la ferredoxina, 

se realizó una titulación potenciométrica seguida por espectroscopía de EPR a baja 

temperatura. Con los potenciales encontrados, resumidos en la tabla 1.3, se asignaron los 

grupos PQQ, [2Fe-2S], y un grupo hemo tipo c (cI) en la SUI y tres grupos hemo tipo c (cII1, 

cII2, cII3) en la SUII. Se propuso, además, una vía hipotética para la transferencia de 

electrones intra e intermolecular en el heterodímero de GdADH-III (Figura 1.7). 

 

Tabla 1.3. Potenciales redox determinados por medio de titulaciones potenciométricas para 

los grupos prostéticos de GdADH-III [78]. 

Potenciales redox vs ENH a pH  6 
(mV) 

PQQ -210 (±5) 
[2Fe-2S] -250 (±5) 

cI -64 (±5) 
cII1 -8 (±5) 
cII2 +185 (±5) 
cII3 +210 (±5) 
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Figura 1.7. Vía propuesta para la transferencia de electrones por la oxidación de etanol a través de 
los cofactores de GdADH-III. El PQQ, el cúmulo [2Fe-2S] y el grupo hemo cI se asignan a la primera 
subunidad (SUI), los grupos hemo cII1, cII2 y cII3 se asignan a la segunda subunidad (SUII) [78]. 

 

Es importante mencionar que GdADH-III siempre se  aísla en estado reducido, a 

pesar de los bajos potenciales redox observados para los cofactores. Además, un estudio 

con una forma inactiva de la GdADH-III demostró que existen cambios significativos en 

dichos potenciales redox. Al comparar la forma activa e inactiva de la proteína, se observó 

también que la forma activa es un oligómero de tres heterodímeros, a diferencia de la forma 

inactiva, que es un solo heterodímero [79].  

Recientemente, el estudio de GdADH-III en nuestro grupo de trabajo [82] ha llevado 

a proponer un modelo para la estructura de la subunidad I basado en la comparación de la 

secuencia de aminoácidos con la ADH de tipo II de P. putida [45]. De acuerdo con dicha 

propuesta la subunidad I de GaADH-III consistiría en dos dominios. El dominio de “súper 

barril” consiste en 8 láminas, formadas cada una de 4 hebras beta antiparalelas (motivo W), 

apiladas radialmente para formar una estructura de tipo propela de 8 hojas (Figura 1.8 A). 

En este domino se encontrarían el PQQ y el cúmulo [2Fe-2S]. El segundo dominio o dominio 

de citocromo, se encuentra hacia la región C-terminal y es donde se encuentra el motivo 

CAACH para la unión covalente al grupo hemo tipo c (Figura 1.8 B). 
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Figura 1.8 Estructura propuesta para la SUI de GdADH-III. A) Se muestra la estructura de propela 
formada por las 8 láminas beta formando los motivos W1-W8. B) Se muestra el dominio de “súper 
barril” en color azul (con los motivos W1-W8 resaltados) y el dominio de citocromo en color amarillo. 
Los cofactores Ca2+-PQQ y hemo tipo c se muestran en color rojo. Los átomos del cúmulo [2Fe-2S] 
se muestran como esferas de color naranja (hierro) y amarillo (azufre). Descrito en Sarmiento-Pavía, 
2016 [82]. 
 

De acuerdo con la estructura propuesta para el Ca2+-PQQ, el átomo metálico está 

coordinado, además del PQQ, a un residuo de Asn, un Asp y un Glu. Muy cerca en el espacio, 

se encuentra el cúmulo [2Fe-2S] coordinado a un par de Cys, un Glu (que también está unido 

al Ca2+) y a un Asp de manera bidentada (Figura 1.9 A). El grupo hemo está unido 

covalentemente a un par de Cys, y tiene como ligantes axiales a una His y una Met (Fig 1.9 

B). 
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Figura 1.9 Estructura propuesta para los cofactores en la SUI de GdADH-III. A) estructura y modo de 
coordinación para el Ca2+-PQQ y el cúmulo [2Fe-2S]. B) Estructura y modo de coordinación del grupo 
hemo tipo c [82].  Se muestran los átomos de carbono en color gris, los de oxígeno en color rojo, los 
de nitrógeno en color azul, los de azufre en color amarillo, el ion Ca2+ en color verde y el ion Fe2+ en 
color naranja. 

 

Con la finalidad de entender la estabilidad de la proteína en el estado reducido, se 

ha estudiado la interacción magnética que existe entre el Ca2+-PQQ y el cúmulo [2Fe-2S] 

[82, 83]. Dado que la intensidad de la señal en EPR es proporcional a la susceptibilidad 

magnética [84], se estudió la señal de EPR para el PQQ y el cúmulo [2Fe2S] en función de la 

temperatura (Figura 1.10). Se observó un comportamiento magnético típico para un 

acoplamiento de tipo antiferromagnético, el cual se ajustó a la ley de Curie-Weiss 

obteniendo un valor para la constante de Weiss de  = - 33 K.  
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Figura 1.10 Acoplamiento de tipo antiferromagnético entre el PQQ y el cúmulo [2Fe-2S]. A) Gráfica 
de intensidad de la señal de PQQ en EPR en función de la temperatura. Se observa el aumento de la 
Intensidad a bajas temperaturas hasta un máximo en 10 K. B) Gráfica del inverso de la intensidad de 
la señal en función de la temperatura. Se muestra el ajuste a la ley de Curie-Weiss, con un valor de 

 = -33 K lo que indica el carácter antiferromagnético del acoplamiento [82, 83]. 
 

Estudios de saturación [83] para las señales de EPR de ambos cofactores (Figura 

1.11), demostraron que a 10 K la señal de radical semiquinona se satura a una potencia de 

P½ = 9.12 mW mientras que la del cúmulo [2Fe-2S] se satura a una potencia P½ = 15.24 mW. 

Por otro lado, la señal de EPR del PQQ a 77 K se satura a una potencia P½ = 5.51 mW. El alto 

valor de saturación para el cúmulo [2Fe-2S] es consistente con el acoplamiento de tipo 

antiferromagnético que le proporciona al cúmulo [2Fe-2S] un mecanismo alterno de 

relajación saturándose con mayor dificultad. 
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Figura 1.11 Saturación de potencia progresiva a 10 K para las señales de A) radical 
semiquinona, PQQ• con una saturación en P1/2 = 9.12 mW y B) cúmulo [2Fe-2S]+ con una saturación 
en P1/2 = 15.24 mW. Tomado de Rodríguez-Cortés, 2017 [83]. 

 

Finalmente, se estudió la proteína GdADH-III en estado oxidado [82, 85]. Por medio 

de una titulación potenciométrica y oxidando la proteína a distintos niveles, fue posible 

determinar, por espectroscopía de EPR, el potencial y los estados de espín para cada uno 

de los grupos hemo de tipo c (Figura 1.12 y Tabla 1.4). Se encontró que el grupo hemo de la 

subunidad I es de alto espín con una señal rómbica en gx = 10.389, gy = 5.058 y gz = 4.276. 

Por otro lado, en la subunidad II se observó una señal altamente anisotrópica en gmax = 

3.753 y gmin = 1.159, típica para un grupo hemo de tipo I, con una His y una Met como 

ligantes axiales. También se observaron dos señales para dos grupos hemo de tipo II, con 

dos His como ligantes axiales, en gx = 2.974, gy = 2.289, gz = 1.525 y gx = 2.684, gy = 2.105, 

gz = 1.428 [85]. 
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Figura 1.12 Espectro de EPR de GdADH-III oxidada con hidroperóxido de terbutilo. Se observan las 
señales para cada uno de los grupos hemo c. Grupo cI con  Fe(III) de alto espín en color rojo, grupo 
cII1 con  Fe(III) de bajo espín en color azul, Grupo cII2 con  Fe(III) de bajo espín en color verde y grupo 
cII3 con  Fe(III) de bajo espín en color negro. Inserto: Señal de radical atribuida a la especie PQQ• en 
estado semirreducido. Sánchez-Ostria, 2019 [85]. 
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Tabla 1.4 Localización, potencial redox, estado de espín y señales en EPR para cada uno de los 
grupos hemo c oxidados en GdADH-III [85]. 

Hemo c Subunidad Potencial redox 
(mV) 

Estado de 
espín 

Tipo de 
hemo c 

Señales en EPR 

 
cI 

 
SUI 

 
-64 

 
5/2 

 
Alto espín 

Rómbica 
gx = 10.389 
gy = 5.058 
gz = 4.276 

cII1 SUII -8 1/2 Tipo I, bajo 
espín 

Axial 
gmax = 3.753 
gmin = 1.159 

 
cII2 

 
SUII 

 
+185 

 
1/2 

 
Tipo II, bajo 

espín 

Rómbica 
gx = 2.974 
gy = 2.289 
gz = 1.525 

 
cII3 

 
SUII 

 
+210 

 
1/2 

 
Tipo II, bajo 

espín. 

Rómbica 
gx = 2.684 
gy = 2.105 
gz = 1.428 

 

1.4  Metabolismo de azúcares 

1.4.1 Oxidación periplásmica y citoplásmica de azúcares 

La oxidación de azúcares se lleva a cabo por fermentación oxidante, de manera 

similar a la oxidación de alcoholes en las bacterias ácido-acéticas (sección 1.3.1), mediante 

enzimas de membrana como la glucosa deshidrogenasa (GDH), gluconato deshidrogenasa 

(GADH) o la 2-cetogluconato deshidrogenasa (2KGDH), aunque existen también 

deshidrogenasas primarias para otros azúcares como fructosa, sorbitol, etc. Estas enzimas 

se encuentran acopladas a la cadena respiratoria constituyendo lo que se conoce como la 

respiración de glucosa de las bacterias ácido-acéticas (Figura 1.13) [36].  

Además de las deshidrogenasas de membrana, dentro del citoplasma se puede 

llevar a cabo una oxidación completa de glucosa y otros azúcares por medio de enzimas 

dependientes de NAD(P)+.  El metabolismo interno de glucosa se puede dar por medio de 

la glucólisis o por medio de la vía de las pentosas fosfato, comenzando con la fosforilación 
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de la glucosa al ingresar a la célula (catalizada por la glucocinasa), o bien con la fosforilación 

del gluconato al interior de la célula (Figura 1.13) (catalizada por la gluconocinasa) [36, 38]. 

 

 
Figura 1.13 Oxidación de azúcares en las bacterias ácido-acéticas.  Las proteínas de membrana 
glucosa deshidrogenasa (GDH), gluconato deshidrogenasa (GADH) y 2-cetogluconato 
deshidrogenasa (2KGDH) funcionan como las primeras deshidrogenasas en la oxidación de glucosa. 
Las proteínas dependientes de NAD(P)+, glucosa deshidrogenasa (NADP-GDH), 2-cetogluconato 
reductasa (NAD-2KGR) y 6-fosfogluconato deshidrogenasa (6PGD) se encuentran en el citoplasma y 
funcionan para la asimilación de glucosa [36]. 
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1.4.2 Vía de las pentosas fosfatadas en bacterias ácido-acéticas. 

Se ha observado que varios géneros de las bacterias ácido-acéticas carecen de la 

ruta metabólica de Entner-Doudorof. Y en aquellas que sí poseen dicha ruta, ésta funciona 

únicamente durante la producción de celulosa [38]. En consecuencia, la ruta de las pentosas 

fosfato es la vía principal para el catabolismo de carbohidratos [86-93]. Esta ruta comienza 

con la oxidación de glucosa-6-fosfato a fosfogluconato, el cual es posteriormente oxidado 

por la 6-fosfogluconato deshidrogenasa (Esquema 1) [87-91]. Esta vía es crucial para la 

célula pues mediante una serie de interconversiones se produce ribosa-5-fosfato que es un 

precursor esencial para la síntesis de nucleótidos y ácidos nucléicos (Figura 1.14) [94,95]. 

 

 

Figura 1.14 Vía de las pentosas fosfato. En un primer paso, la glucosa-6-fosfato es oxidada a 
fosfogluconato por medio de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (GDH) y a continuación es oxidado 
a ribulosa 5-fosfato por medio de la 6-fosfogluconato deshidrogenasa (6PGD). Por medio de una 
serie de interconversiones se produce ribosa-5-fosfato, precursor esencial para la síntesis de 
nucleótidos y de ácidos nucleicos [95]. 
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1.4.3 La enzima 6-fosfogluconato deshidrogenasa 6PGD 

 A pesar de la importancia de la 6-fosfogluconato deshidrogenasa (6PGD) en la vía 

de las pentosas fosfatadas, la enzima fue poco estudiada hasta la década de los 80 [96]. Hoy 

en día ha recobrado la atención siendo propuesta incluso como blanco potencial para 

medicamentos antiparasitarios [97] y para tratamientos anticancerígenos [98, 99]. Debido 

a ello, el interés en los estudios estructurales de dichas proteínas se ha incrementado. 

Se han reportado estructuras tridimensionales de 6PGDs de organismos como Ovis 

aries (PDB 1PGO) [100], Trypanosoma brucei (PDB 1PGJ) [101], Lactococcus lactis (PDB 2IYO) 

[102], Saccharomyces cerevisiae [103], Geobacillus stearothermophilus (PDB 2W8Z) [104], 

Escherichia coli (PDB 2ZYA) [105], Klebsiella pneumoniae (PDB 2ZYG) [105] y Homo sapiens 

(PDB 4GWG) [106]. Es importante mencionar que, hasta el momento, todas las 6PGDs se 

han reportado como enzimas solubles en el citoplasma. 

La primera 6PGD aislada de una bacteria ácido-acética fue de Gluconobacter 

suboxydans [107] y hay algunos estudios del metabolismo de azúcares que estudiaron la 

cinética y la especificidad a NAD+ y NADP+ de dicha proteína [108-110]. En Ga. 

diazotrophicus se ha confirmado la presencia y la actividad de una 6PGD [86-91], sin 

embargo, estos estudios metabólicos se realizaron empleando extractos celulares sin haber 

aislado la enzima.  

 

1.5 Relación entre el metabolismo de alcoholes y azúcares 

Como se mencionó en las secciones 1.3.1 y 1.4.1 existe un metabolismo externo de 

alcoholes y azúcares en el periplasma (fermentación oxidante) [1, 33, 36, 38, 111, 112] y un 

metabolismo interno en el citoplasma [20, 113, 114]. Aunque hay pocos estudios 

enzimáticos de las proteínas responsables del metabolismo en el citoplasma de bacterias 

ácido acéticas, análisis del genoma de algunas bacterias como Acetobacter aceti han 

permitido elucidar las principales rutas metabólicas y su relación [115]. Al comparar dichos 
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estudios con el genoma de Ga. diazotrophicus [116], se puede plantear un panorama 

general del metabolismo central del carbono (Figura 1.15) en la bacteria.  

Por un lado, la glucosa puede entrar a la vía de la glucólisis o bien, ser oxidada a 

gluconato y entrar a la vía de las pentosas fosfato. Ambas rutas llevan a la producción de 

gliceraldehído-3-fosfato que se convierte posteriormente a piruvato, el cual ingresa al ciclo 

de los ácidos tricarboxílicos (TCA), ya sea por medio de una conversión a malato por la 

malato deshidrogenasa (mod1) o bien por medio de un par de conversiones a Acetil-CoA 

(por la piruvato deshidrogenasa, pdh) y finalmente a citrato (por la citrato sintasa, aarA) 

[94, 115]. Debido a que Ga. diazotrophicus carece de la fosfofructocinasa, la asimilación de 

glucosa se da únicamente a través de la vía de las pentosas fosfato como en la mayoría de 

las bacterias ácido acéticas [38, 86-91]. Además del TCA, también está disponible la ruta del 

glioxilato en la que participan la isocitrato liasa (aceA) y la malato sintasa (glcB). 

Por otro lado, el etanol puede ser oxidado en el citoplasma a acetaldehído por la 

NAD+-ADH (adh) y éste a su vez, ser oxidado a acetato por la NADP+-ADH deshidrogenasa. 

En Ga. diazotrophicus puede haber dos rutas para la conversión de acetato en acetil-CoA: 

la primera es catalizada por la acetil-CoA sintetasa (acs) y la otra es por medio de la 

fosfotransacetilasa (pta) y la acetato cinasa (ack). Además, la actividad de la succinil-CoA 

sintetasa (sucCD) puede llevarse a cabo por medio de la succinil-CoA:acetato-CoA 

transferasa (aarC), lo que también permite la conversión de acetato en acetil-CoA.  

Se ha observado en A. aceti [115] que cuando la bacteria crece en presencia de 

glucosa y acetato hay una mayor expresión de los genes del TCA, pero que estos genes se 

ven reprimidos cuando crece en presencia de etanol, sin importar la presencia de glucosa. 

Cuando la bacteria crece en presencia de etanol o de acetato, hay una mayor expresión del 

ciclo del glioxilato además de que cuando crece en presencia de etanol y glucosa, hay una 

gran expresión de la piruvato descarboxilasa (pdc) que convierte el piruvato en 

acetaldehído, lo que indica que el piruvato formado a partir de la glucosa rara vez entra en 

el TCA directamente cuando hay presencia de etanol. 
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Figura 1.15 Relación entre el metabolismo de alcoholes y azúcares. Además del metabolismo 
externo que ocurre en la membrana, existe un metabolismo interno para alcoholes y azúcares 
relacionados por medio del ciclo de los ácidos tricarboxílicos (TCA). La glucosa puede ser oxidada 
por medio de la glucólisis o de la vía de las pentosas fosfatadas (PPP) y ser convertida en piruvato 
para ingresar al TCA. El etanol puede ser oxidado a acetato y formar Acetil-CoA, el sustrato del TCA 
[115]. 

 

Se ha observado en A. aceti [115] que cuando la bacteria crece en presencia de 

glucosa y acetato hay una mayor expresión de los genes del TCA, pero que estos genes se 

ven reprimidos cuando crece en presencia de etanol, sin importar la presencia de glucosa. 

Cuando la bacteria crece en presencia de etanol o de acetato, hay una mayor expresión del 

ciclo del glioxilato además de que cuando crece en presencia de etanol y glucosa, hay una 

gran expresión de la piruvato descarboxilasa (pdc) que convierte el piruvato en 

acetaldehído, lo que indica que el piruvato formado a partir de la glucosa rara vez entra en 

el TCA directamente cuando hay presencia de etanol. 

Ga. diazotrophicus es un aerobio estricto por lo que el aceptor final de los electrones 

es el oxígeno. Como se ha mencionado anteriormente, las deshidrogenasas primarias de 

membrana que llevan a cabo la fermentación oxidante ceden sus electrones a la ubiquinona 
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y ésta los transfiere a la ubiquinol oxidasa (Figuras1.3 y 1.13) mientras que las 

deshidrogenasas dependientes de NAD+ del citoplasma producen NADH el cual es oxidado 

por la NADH deshidrogenasa (NDH) (Figura 1.2). En Ga. diazotrophicus se ha observado la 

presencia de una NDH-1 que genera una fuerza protón motriz y la de una NDH-2 que no 

genera una fuerza protón motriz [22, 35].  

Existe una competencia entre la respiración citoplásmica (NADH) y la respiración 

periplásmica (fermentación oxidante) en términos de transferencia de electrones pues 

tanto la NDH como las deshidrogenasas de membrana ceden los electrones a la ubiquinona 

y a la cadena respiratoria [22]. De hecho, en Gluconacetobacter oxydans se ha propuesto 

que la actividad de la NDH es un factor clave para controlar el crecimiento de la célula y la 

actividad de las deshidrogenasas de membrana [117]. 

A  pesar de la relevancia de entender la regulación de la fermentación oxidante, se 

ha estudiado poco la relación entre el metabolismo interno y externo de alcoholes y 

azúcares en las bacterias ácido acéticas [22, 115].   



 

 

 

2. Hipótesis y Objetivos 

 

2.1 Hipótesis 

El estudio de las enzimas GdADH-III y Gd6PGD ayudará a comprender mejor su 

funcionamiento y el papel que desempeñan en el metabolismo externo e interno de la 

bacteria Ga. diazotrophicus.  

 

 

2.2 Objetivo general 

Determinar aspectos funcionales y estructurales de las enzimas alcohol 

deshidrogenasa (GdADH-III) y 6-fosfogluconato deshidrogenasa (Gd6PGD) de Ga. 

diazotrophicus que participan en el metabolismo externo e interno de la bacteria, 

respectivamente.  
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2.3 Objetivos particulares 

 

Purificar la proteína GdADH-III y obtener cristales adecuados para su análisis por 

difracción de rayos X. 

Analizar la estructura de GdADH-III y confirmar el modo de coordinación de los 

cofactores que, junto con el antiferromagnetismo obervado por EPR, permita entender su 

funcionamiento y estabilidad, así como la transferencia de electrones en dicha enzima 

Estudiar la unión de GdADH-III a la membrana para comprender mejor su relación 

con la cadena respiratoria. 

Estudiar la reactividad de GdADH-III con NO para estudiar el estado de espín de los 

átomos de hierro en los grupos hemo c. 

Purificar la proteína Gd6PGD y obtener cristales adecuados para ser analizados por 

difracción de rayos X.  

Estudiar la actividad de la proteína Gd6PGD para entender mejor su papel en el 

metabolismo de la bacteria y determinar su especificidad a los cofactores NAD+ y NADP+. 

Analizar la estructura de Gd6PGD para esclarecer su localización en la célula y su 

relación con la cadena respiratoria. 

Realizar un estudio filogenético que explique las diferencias en estructura y función 

entre Gd6PGD y otras 6PGDs reportadas anteriormente.



 

 

 

3. Procedimientos experimentales  

3.1 Condiciones de cultivo 

 

3.1.1 Cultivo de Ga. diazotrophicus en laboratorio en matraces de 1.5 L 

Un liofilizado de la cepa PAL5 se cultivó en un medio LGIP sólido (K2HPO4, 29 mM; 

KH2PO4, 37 mM; MgCl2.6H2O, 1 mM; CaCl2.2H2O, 0.1 mM; Na2MoO4.2H2O, 10 M; 

FeCl3.6H2O, 37 M; citrato de sodio 20 mM, (NH4)2SO4, 20 mM y sacarosa 90 mM; pH 5.5). 

Posteriormente se realizó un preinóculo de la bacteria en 100 mL con medio LGIP líquido 

enriquecido con (NH4)2SO4, 20 mM. Luego de 24 h se inocularon 1.5 L de medio LGIP líquido 

con sacarosa al 5 % m/v enriquecido con (NH4)2SO4. Después de 36 h se adicionó alcohol 

etílico al 0.5 % v/v para inducir la expresión de las enzimas del sistema de oxidación de 

alcoholes. A las 48 h de cultivo las células se recuperaron por centrifugación a 8,800 x g.  

 

3.1.2 Cultivo de Ga. diazotrophicus en biofermentador de 350 L 

Se obtuvieron células a gran escala utilizando un fermentador con 350 L de medio 

LGIP líquido con sacarosa al 5 % m/v enriquecido con (NH4)2SO4, 20 mM inoculado con 20 L 

de cultivo en el mismo medio. A las 39 h de cultivo se adicionó etanol al 0.5 % v/v para 

inducir la expresión de las enzimas del sistema de oxidación de alcoholes. Luego de 50 h de 

cultivo se recuperaron las células por medio de una centrífuga tubular a 13,000 x g. Durante 

el cultivo de la bacteria se controló el valor de pH a 6 ± 1 y se mantuvo una aireación 

constante a 30 mL/min. El cultivo de la bacteria se llevó a cabo en la Unidad de Escalamiento 

y Planta Piloto (UEPP) del Instituto de Biotecnología de la UNAM en la ciudad de 

Cuernavaca, Morelos.  



Procedimientos experimentales 

45 

 

3.1.3 Cultivo de Ga. diazotrophicus en laboratorio empleando iones 

lantánidos 

Se partió de un liofilizado de la cepa PAL5 y se cultivó en un medio LGIP sólido 

sustituyendo el Ca2+ por los iones lantánidos La3+ y Ce4+ en cada caso.  Posteriormente se 

realizó un preinóculo de la bacteria en 100 mL con medio LGIP modificado (K2HPO4, 29 mM; 

KH2PO4, 37 mM; MgCl2.6H2O, 1 mM; Na2MoO4.2H2O, 10 M; FeCl3.6H2O, 37 M; citrato de 

sodio 20 mM, (NH4)2SO4, 20 mM; sacarosa 90 mM y LaCl3, 0.1 mM ó Ce(SO4)2 0.1 mM; pH 

5.5) enriquecido con (NH4)2SO4, 20 mM. Luego de 24 horas se inoculó 1.5 L de medio LGIP 

modificado con sacarosa al 5 % m/v y enriquecido con (NH4)2SO4. Después de 36 h se 

adicionó alcohol etílico al 0.5 % v/v para inducir la expresión de las enzimas del sistema de 

oxidación de alcoholes. A las 48 h de cultivo las células se recuperaron por centrifugación a 

8,800 x g. 

 

3.2 Obtención de la fracción soluble para la purificación de Gd6PGD. 

Las células fueron resuspendidas en solución amortiguadora de PCM ([PO4
3-], 30 

mM; MgCl2.6H2O, 30 mM; CaCl2.2H2O, 30 mM, pH 6.0) a una temperatura de 4 °C y 

posteriormente fueron sonicadas para romperlas en el mismo medio en presencia de 

desoxirribonucleasas de bovino y de fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMS) como inhibidor 

de proteasas. Se centrifugó a 178,800 x g por 60 min y se recuperó el sobrenadante.  

 

3.3 Obtención de la fracción membranal para la purificación de GdADH-III y 

Gd6PGD. 

Las células fueron resuspendidas en solución amortiguadora de PCM ([PO4
3-], 30 

mM; MgCl2.6H2O, 30 mM; CaCl2.2H2O, 30 mM; pH 6.0) a una temperatura de 4 °C y 

posteriormente fueron sonicadas para romperlas en presencia de desoxirribonucleasas de 

bovino y fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMS) como inhibidor de proteasas. Las membranas 
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fueron obtenidas por centrifugación a 178,800 x g por 60 min. Para eliminar las posibles 

impurezas de proteínas de la fracción soluble, la fracción membranal fue lavada y 

resuspendida con solución amortiguadora PCM y posteriormente centrifugada a 178,800 x 

g por 60 min.  

Finalmente, la fracción membranal fue resuspendida en solución amortiguadora de 

fosfatos 0.01M, con Tritón X-100 al 0.7 % v/v, pH 5.8 y se incubó a 4 °C por 24 h. Se 

centrifugó a 178,800 x g durante 1 h obteniendo un sobrenadante de color rojo.  

 

3.4 Purificación de GdADH-III por cromatografía  

La purificación de la proteína GdADH-III se hizo por medio de cromatografía 

empleando columnas de intercambio aniónico, de hidroxiapatita y de exclusión molecular. 

Todas las columnas fueron equilibradas con una solución amortiguadora de fosfatos 10 mM 

con Tritón X-100 al 0.1 % v/v, pH 5.8. 

 

3.4.1 Columna QAE 

Se utilizó una resina de intercambio aniónico fuerte QAE Toyopearl QAE-550C. La 

columna se lavó con solución amortiguadora de fosfatos 10 mM a pH  5.8 con Tritón X-100 

al 0.1 % v/v para recuperar la fracción con la proteína GdADH-III. El resto de las proteínas 

se eluyeron con una solución 250 mM de NaCl.  

 

3.4.2 Columna DEAE 

Se utilizó una resina de intercambio aniónico débil DEAE Toyopearl DEAE-650M. La 

columna se lavó con solución amortiguadora de fosfatos 10 mM a pH  5.8 con Tritón X-100 

al 0.1 % v/v para recuperar la fracción con la proteína GdADH-III. El resto de las proteínas 

se eluyeron con una solución 250 mM de NaCl. 
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3.4.3 Columna HA 

Se utilizó una resina de hidroxiapatita HA-Ultrogel de Sigma-Aldrich. Para la elución 

de las proteínas se empleó una solución amortiguadora de fosfatos a pH  5.8 con Tritón X-

100 al 0.1 % v/v utilizando un gradiente lineal de 10 a 250 mM de fosfatos. La proteína 

GdADH-III se recuperó a una concentración de 60 mM. 

 

3.4.4 Columna S-100 

Su utilizó una resina de exclusión molecular Sephacryl S100-HR. La proteína fue 

eluída con solución amortiguadora de fosfatos 10 mM con Tritón X-100 al 0.1 % v/v, pH  5.8. 

 

3.5 Purificación de Gd6PGD por cromatografía 

La purificación de la proteína Gd6PGD se hizo por medio de cromatografía 

empleando columnas de intercambio aniónico y de hidroxiapatita. Todas las columnas 

fueron equilibradas con una solución amortiguadora de fosfatos 10 mM, pH 5.8. Para la 

purificación de la fracción membranal se adicionó, además, Tritón X-100 al 0.1 % v/v. 

 

3.5.1 Columna QAE 

Se utilizó una resina de intercambio aniónico fuerte QAE Toyopearl QAE-550C. La 

columna se lavó con solución amortiguadora de fosfatos 10 mM a pH  5.8 para recuperar la 

fracción con la proteína Gd6PGD (para la purificación de la fracción membranal se adicionó, 

además, Tritón X-100 al 0.1 % v/v.) El resto de las proteínas fueron eluídas con una solución 

250 mM de NaCl.  
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3.5.2 Columna HA 

Se utilizó una resina de hidroxiapatita HA-Ultrogel de Sigma-Aldrich. Para la elución 

de las proteínas se empleó una solución amortiguadora de fosfatos a pH  5.8 (para la 

purificación de la fracción membranal se adicionó, además, Tritón X-100 al 0.1 % v/v.)  

utilizando un gradiente lineal de 10 a 250 mM de fosfatos. La proteína Gd6PGD se recuperó 

a una concentración de 210 mM. 

 

3.6 Caracterización molecular  

3.6.1 Electroforesis nativa (PAGE) 

La electroforesis nativa en gel de poliacrilamida de la proteína Gd6PGD se realizó 

con un gel de corrida con acrilamida al 7 % m/v y un gel concentrador con acrilamida al 5 % 

m/v. Se utilizó una solución amortiguadora de corrida con TRIS-HCl, 125 mM; pH 6.8. El gel 

fue teñido con azul de Coomassie al 0.1 % m/v. El sistema de electroforesis empleado fue 

una cámara de electroforesis vertical Hoefer SE300 miniVE utilizando una corriente de 120 

V. 

3.6.2 Electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE) 

La electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) para las 

proteínas GdADH-III y Gd6PGD, se realizó con un gel de corrida de acrilamida al 7 % m/v y 

un gel concentrador de acrilamida al 5 % m/v. La muestra de proteína fue diluida en una 

mezcla de digestión con SDS, 5 % m/v; -mercaptoetanol, 3 % v/v; glicerol, 15 % v/v y TRIS-

HCl 125 mM, pH  6.8. La digestión se llevó a cabo durante tres minutos a ebullición. Se utilizó 

una solución amortiguadora de corrida con SDS. El gel fue teñido con azul de Coomassie al 

0.1 % m/v. El sistema de electroforesis empleado fue una cámara de electroforesis vertical 

Hoefer SE300 miniVE utilizando una corriente de 120 V.  
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3.7 Ensayos enzimáticos 

 3.7.1 Cuantificación de proteína por el método de Lowry 

La cantidad de proteína fue determinada por el método de Lowry [118] empleando 

como estándar albúmina bovina.  

 

3.7.2 Cuantificación de la actividad enzimática de GdADH-III 

Las pruebas de actividad para la proteína GdADH-III se realizaron por el método de 

ferricianuro de potasio de acuerdo con lo reportado anteriormente [81]. Se utilizó una 

solución amortiguadora de McIlvaine (K2HPO4, 126 mM; ácido cítrico, 37 mM; pH 6.0) 

empleando K3[Fe(CN)6], 0.1 M como aceptor de electrones y etanol, 20 mM ajustando a 1 

mL. La reacción se inició por adición de 0.03 mg de proteína y se incubó durante 20 min. 

Para detener la reacción se adicionaron 0.5 mL de reactivo de Dupanol (SDS, 0.3 % m/v; 

Fe2(SO4)3, 0.5 % m/v; H3PO4, 8 % m/v). Finalmente se ajustó el volumen a 5 mL y se 

determinó la absorbancia a 680 nm. La unidad de actividad enzimática está definida como 

la oxidación de 1 mol de etanol por minuto. Cada incremento en 0.02 de absorbancia 

equivale a 1 mol de etanol oxidado [81, 119].  

 

3.7.3 Cuantificación de la actividad enzimática de Gd6PGD 

Las pruebas de actividad de Gd6PGD se realizaron por el método de Beutler de 

acuerdo con lo reportado en la literatura [120]. Los ensayos contenían una solución 

amortiguadora de Tris-HCl, 0.1 mM; EDTA, 0.5 mM; ácido 6-fosfoglucónico, 0.6 mM; 

NAD(P)+, 0.2 mM; pH,  7.5 en un volumen total de 1 mL. La reacción se inició por adición de 

0.03 mg de proteína y por espectroscopía UV-Vis se siguió la A340 durante 3 min. La unidad 

de actividad enzimática se definió como la reducción de 1 μmol de NAD(P)+ min-1.  
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3.7.4 Estudios cinéticos de la enzima Gd6PGD. 

Para la determinación de los parámetros cinéticos (Km y Vmax) de NAD(P)+, los 

ensayos contenían, en un volumen de 1 mL, una solución amortiguadora de Tris-HCl, 0.1 

mM; EDTA, 0.5 mM; ácido 6-fosfoglucónico, 0.6 mM; pH  7.5 y se varió la concentración del 

cofactor NAD(P)+ de 0.2 – a 2.0 mM. Para la determinación de los parámetros cinéticos (Km 

y Vmax) del sustrato (ácido 6-fosfoglucónico), los ensayos contenían, en un volumen de 1 mL, 

una solución amortiguadora de Tris-HCl, 0.1 mM; EDTA, 0.5 mM; NAD+, 0.2 mM; pH  7.5  y 

se varió la concentración del ácido 6-fosfoglucónico de 0.2 – 6.0 mM. En todos los casos se 

midió el incremento en la A340 y se siguió la reacción por 3 min. Se calculó la actividad 

específica en cada caso y los parámetros cinéticos se determinaron por regresión no lineal 

ajustando al modelo de Michaelis-Menten con el programa GraphPad Prism 7. Todos los 

ensayos cinéticos se hicieron por triplicado para la fracción soluble y de membrana. 

Adicionalmente, a la fracción membrana se le eliminó el Tritón X-100 por medio de 

columnas Pierce Detergent Removal de Thermo Scientific. Las curvas de saturación en 

función de la concentración de sustrato se ajustaron al modelo de Michaelis-Menten (Ec 

3.1): 

 

𝑉0 =
𝑉𝑚𝑎𝑥[𝑆]

𝐾𝑚+[𝑆]
     (Ec 3.1) 

dónde 

𝐾𝑚 =
𝑘−1+𝑘2

𝑘1
    𝑉𝑚𝑎𝑥 = 𝑘𝑐𝑎𝑡[𝐸]  𝑘𝑐𝑎𝑡 =  𝑘2 
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3.8 Caracterización espectroscópica 

3.8.1 Espectroscopía de UV-Vis 

Todos los espectros de UV-Vis se obtuvieron en un espectrofotómetro Agilent 8453 

con arreglo de diodos de barrido rápido en celdas de cuarzo de 1 cm de paso óptico.  

 

3.8.2 Espectroscopía de resonancia paramagnética electrónica 

Los espectros de EPR se obtuvieron en un espectrómetro Bruker Elexys E500 en 

banda X (≈ 9.4 GHz). El control de la temperatura se realizó con un crióstato de flujo 

continuo de helio líquido marca Oxford. Los experimentos se llevaron a cabo a una potencia  

P ≈ 2 mW. Todos los experimentos se realizaron en el laboratorio de resonancia 

paramagnética electrónica de la Unidad de Servicios de Apoyo a la Investigación (USAI) de 

la Facultad de Química de la UNAM. 

 

3.9 Análisis de secuencias de aminoácidos 

El alineamiento de las secuencias de aminoácidos se llevó a cabo con ayuda del 

programa DIALIGN desarrollado por Morgenstern [121, 122] utilizando las secuencias de 

aminoácidos de la Gd6PGD reportadas por  el grupo de Ferreira [116]. 

 

3.10 Cristalización de la proteína Gd6PGD y colección y procesamiento de 

datos. 

La proteína Gd6PGD se purificó de la fracción membranal. Los ensayos de 

cristalización se llevaron a cabo empleando la técnica de difusión de vapor por medio de los 

métodos de a) gota sedente y b) gota colgante (Figura 3.1). En ambos casos, se adicionaron 

500 L de solución cristalizante al depósito (solución amortiguadora de Tris-citrato de sodio, 

0.1 M; isopropanol, 10% v/v; PEG 4000 10, mg/mL; pH  5.6). La proteína se dializó en una 
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solución con fosfato de sodio, 10 mM; Tritón X-100, 0.1 % v/v; pH 5.8 y se concentró a 22, 

33 y 64 mg/mL. La gota se preparó con una mezcla 1:1 de solución cristalizante y solución 

de proteína. El tamaño de las gotas fue de 4 L.  

 

Figura 3.1 Representación de la técnica de cristalización por difusión de vapor por medio de 

los métodos de A) gota sedente y B) gota colgante. 

 

En el caso del método de gota sedente, se observó la formación de cristales a los 15 

días a 20 °C. Para el método de gota colgante, las muestras se incubaron a 18 °C durante un 

año. 

Los mejores cristales fueron sumergidos en una solución crioprotectora saturada de 

sulfato de litio y difractados en un difractómetro Micromax007-HF a 103 K en el Laboratorio 

Nacional de Estructura de Macromoléculas (LANEM-IQ-UNAM). Los cristales difractaron a 

un máximo de resolución de 1.87 Å. Se colectó un conjunto de datos con alta redundancia 

para resolver la estructura cristalina de novo por el método de difracción anómala simple 

(SAD). El conjunto de datos fue integrado y escalado usando HKL3000 [123]. Se utilizó 

AutoSol de Phoenix [124] para obtener las fases iniciales y el modelo se construyó 

manualmente con el programa Coot usando la secuencia de proteínas. Se refinó la 

estructura con varias rondas de Phoenix.refine y la construcción manual del modelo con 

Coot [125, 126].  
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3.11 Análisis filogenético 

Se recuperaron 150 secuencias de aminoácidos de las bases de datos no 

redundantes UniProt [127] y GenBank [128]. Con el programa MUSCLE [129, 130] se 

calcularon múltiples alineamientos progresivos de las secuencias de aminoácidos. Una vez 

alineadas las secuencias se seleccionó el mejor modelo de sustitución con ayuda del 

programa MEGA X versión 10.1.6 [131] y se realizaron los análisis filogenéticos con cinco 

distintos algoritmos. Se emplearon los métodos basados en distancia, agrupación de pares 

no ponderado con media aritmética (UPGMA) vecino más cercano (NJ) y método de mínima 

evolución (ME) así como los métodos basados en caracteres, método de máxima 

parsimonia (MP) y máxima verosimilitud (ML) con valor de confianza de Bootstrap de 500 

réplicas para todos los algoritmos. Se empleó el método de Jones-Taylor-Thornton para la 

sustitución de aminoácidos tratando los huecos (gaps) con deleción por pares (pair-wise). 

Las diferencias entre secuencias de aminoácidos fueron corregidas por múltiples 

sustituciones asumiendo una distribución  (a = 1.0). 



 

 

 

4. Resultados y discusión 

4.1 Alcohol deshidrogenasa de Ga. diazotrophicus, GdADH-III 

4.1.1 Cultivo de la bacteria Ga. diazotrophicus 

El cultivo de la bacteria se llevó a cabo de acuerdo con lo reportado previamente 

[82]. Se empleó un medio de cultivo LGIP con sacarosa al 3 % m/v, se adicionó etanol al 0.7 

% v/v y controló el pH en un intervalo de 5.0 -7.0.  Se cosecharon las células luego de 39 h 

de cultivo en la fase exponencial tardía (Figura 4.1).  
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Figura 4.1 Curva de cultivo de Ga. diazotrophicus en un biofermentador de 350 L empleando 
un medio LGIP con sacarosa al 3 % m/v. A las 39 h se adicionó etanol al 0.5 % v/v. (■ Crecimiento 
del cultivo: A600 nm; ● Actividad de ADH; ■ Oxígeno disuelto en el medio; ■ pH)  
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Es importante resaltar que reportes previos [79] indicaron la presencia de una 

fracción de alcohol deshidrogenasa inactiva. Sin embargo, al controlar el pH entre 5.0 -7.0 

en el medio de cultivo, la GdADH-III conserva su actividad [82].  

 

4.1.2 Purificación de la proteína GdADH-III 

Luego de la lisis celular por sonicación, las membranas se recuperaron y se 

resuspendieron en una solución amortiguadora de fosfatos, 0.01 M; Tritón X-100, 0.7 % v/v; 

pH 5.8. La fracción membranal se centrifugó a 178,800 x g y se obtuvo un sobrenadante de 

color rojo. Dicho sobrenadante se aplicó sucesivamente a las columnas de intercambio 

aniónico QAE y DEAE, a la columna de hidroxiapatita y finalmente a la columna de exclusión 

molecular S100. 

4.1.2.1 Columna QAE 

Se aplicó el sobrenadante de las membranas a la columna de intercambio aniónico 

QAE previamente equilibrada con una solución amortiguadora de fosfatos, 0.01 M; Tritón 

X-100, al 0.1 % v/v; pH 5.8. Se obtuvo un lavado de color rojo indicando la presencia de la 

proteína GdADH-III. El resto de las proteínas fueron eluídas con NaCl 0.25 M. 

4.1.2.2 Columna DEAE 

El lavado de color rojo de la columna QAE fue aplicado a la columna de intercambio 

aniónico DEAE previamente equilibrada con una solución amortiguadora de fosfatos, 0.01 

M; Tritón X-100, al 0.1 % v/v; pH 5.8. Se obtuvo un lavado de color rojo indicando la 

presencia de GdADH-III. El resto de las proteínas se eluyeron con NaCl 0.25 M. 

4.1.2.3 Columna HA 

El lavado de color rojo obtenido en la columna DEAE se aplicó a la columna de 

hidroxiapatita equilibrada con la solución amortiguadora de fosfatos, 0.01 M; Tritón X-100, 

al 0.1 % v/v; pH 5.8. Se obtuvo un lavado de color verde. El resto de las proteínas fueron 
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eluídas con un gradiente linear de fosfatos de 0.01 a 0.25 M. A una concentración de 0.06 

M se observó un frente de elución de color rojo indicando la presencia de GdADH-III.  

4.1.2.4 Columna S-100 

Finalmente, la fracción de color rojo recuperada de la columna de hidroxiapatita fue 

aplicada la columna Sephacryl S-100 previamente equilibrada con solución amortiguadora 

de fosfatos, 0.01 M; Tritón X-100, al 0.1 % v/v; pH 5.8. En esta columna se observó un solo 

frente de elución de color rojo. 

En la tabla 4.1 se presentan los pasos de purificación de GdADH-III. Se puede 

observar que en la fracción recuperada de la columna de hidroxiapatita, (Ha) la actividad 

específica aumenta considerablemente al igual que en la fracción recuperada de la columna 

Sephacryl S-100; sin embargo en esta última, disminuye el rendimiento.   

 

Tabla 4.1 Tabla de purificación de la proteína GdADH-III. 

Pasos de 
purificacióna 

Proteína 
total  
(mg) 

Actividad 
totalb 

(U) 

Actividad 
específica 

(U/mg) 

Factor de 
purificación 

Rendimiento 
% 

Solubilizado 
de membrana 

1227 1773 1.4 1 100 

QAE 188 1670 8.9 6 94 

DEAE 106 1628 15.4 11 92 

HA 20 1619 80.9 58 91 

Sephacryl S-
100 

3 718 239.3 171 40 

a 100 g de células (masa húmeda) 
b 1 unidad equivale a 1 mol de etanol oxidado por minuto 
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4.1.3 Caracterización de la proteína GdADH-III 

4.1.3.1 Electroforesis en gel de poliacrilamida 

Por medio de electroforesis en un gel de poliacrilamida al 10 % m/v, empleando SDS 

como agente desnaturalizante, se determinó la composición oligomérica de la PQQ-ADH. 

En la Figura 4.2 se muestra el perfil polipeptídico obtenido, en el que se observa la presencia 

de dos subunidades de acuerdo con lo reportado en la literatura [78]. La subunidad grande 

(SUI) con una masa de 72 kDa y la subunidad pequeña (SUII) con una masa de 44 kDa.  

 

Figura 4.2 Gel de electroforesis en condiciones desnaturalizantes con SDS de la GdADH-III. A) 
Marcador comercial de masas moleculares. B) GdADH-III donde se pueden observar dos bandas que 
corresponden a la SUI de 77 kDa y a la SUII de 44 kDa. Se muestran los resultados para la tinción del 
gel con azul de Coomassie. Se muestran los marcadores de masas moleculares: fosforilasa b (103 
kDa), BSA (73 kDa); ovoalbúmina (48 kDa); anhidrasa carbónica (34 kDa); inhibidor de tripsina de 
soya (27 kDa) y lisozima (17 kDa). 

 

4.1.3.2 Espectroscopía de UV-Vis 

Se realizó un espectro de UV-Vis (Figura 4.3) donde se pueden observar las bandas 

correspondientes al PQQ en 313 y 350 nm y las bandas correspondientes a los hemos c 

reducidos en 523 y 554 nm así como la banda Soret en 418 nm.  

Para obtener el coeficiente de absortividad molar de los hemos c se empleó la banda 

 (554 nm) del espectro de la proteína en estado reducido y se restó la absorbancia de la 



Resultados y discusión 

58 

 

proteína oxidada. El valor obtenido del coeficiente de absortividad molar de los hemos de 

la PQQ-ADH es de 782 M-1cm-1, cualitativamente es posible apreciar el alto valor del 

coeficiente de absortividad por el intenso color rojo de una solución de GdADH-III. 
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Figura 4.3 Espectro de UV-Vis de la GdADH-III recién purificada en estado reducido. Se llevó a cabo 
a una concentración de 7 mg/mL en una solución amortiguadora de fosfatos 10 mM a pH  5.8 con 
Tritón X-100 al 0.1 % v/v. 

 

4.1.3.3 Espectroscopía de EPR 

Al realizar un espectro de EPR a 77 K de la GdADH-III recién purificada, se observó 

una señal en g = 2.003. Cuando el mismo experimento se llevó a cabo a 10 K se obtuvo un 

espectro con una señal isotrópica en g = 2.003 y una señal anisotrópica en g = 1.944 y g = 

1.918 (Figuras 4.4 y 4.5). La señal en g = 2.003 corresponde a un radical libre, lo que indica 

que el cofactor PQQ se encuentra como semiquinona (PQQ●). Por otro lado, la señal 

anisotrópica es una señal característica para un cúmulo metálico tipo ferredoxina en estado 

reducido ([2Fe-2S]+). 
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Figura 4.4 Espectro de EPR de GdADH-III recién purificada en estado reducido. El ensayo se 
llevó a cabo a una concentración de proteína de 10 mg/mL en solución amortiguadora de fosfatos 
10 mM, pH  5.8 a una temperatura de 10 K, una potencia de 2 mW y una frecuencia de 9.392166 
GHz. 

 



Resultados y discusión 

60 

 

3250 3300 3350 3400 3450 3500 3550

g = 2.003

g = 2.007

g = 1.944

g = 1.918

g = 1.918

g = 1.944

[2Fe-2S] sim

PQQ-sim

exp

Campo mangético (G)

sim

g = 2.003

0 10

 
Figura 4.5 Espectro de EPR y simulación del espectro de la GdADH-III purificada. El ensayo se llevó a 
cabo a una concentración de proteína de 10 mg/mL en solución amortiguadora de fosfatos 10 mM, 
pH  5.8 a una temperatura de 10 K a una potencia de 2 mW y una frecuencia de 9.381409 GHz.  
 

Al realizar una simulación del espectro de EPR (Figura 4.5), se observa que el cúmulo 

[2Fe-2S]+ presenta una señal rómbica con valores en g = 2.007, g = 1.944 y g = 1.918. Estos 

valores difieren de los reportados normalmente para una ferredoxina [2Fe-2S]+ con el grupo 

prostético unido a cuatro cisteínas con valores de g en g = 2.05, g = 1.95 y g = 1.89 [135]. 

Estas diferencias en los valores de g corresponden a un cambio en el entorno magnético del 

cúmulo probablemente debido a cambios en el modo de coordinación del centro [2Fe-2S]+. 

Como se ha propuesto anteriormente [82], el cúmulo [2Fe-2S]+ en GdADH-III estaría 

coordinado a un par de Cys, un Glu y un Asp de manera bidentada.  
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4.1.4 Cristalización de GdADH-III 

De acuerdo con lo observado anteriormente [82], se llevaron a cabo pruebas de 

cristalización empleando una solución amortiguadora de citrato de sodio (citrato de sodio, 

0.1 M; isopropanol, 10 % v/v; PEG 4000, 10 % m/v; pH  5.6) de acuerdo con lo reportado en 

el procedimiento experimental de la sección 3.9. Las pruebas de cristalización se realizaron 

por el método de gota sedente empleando una gota de 2L de solución amortiguadora para 

cristalizar y 2 L de una solución de proteína 15 mg/mL. En las pruebas de cristalización en 

estas condiciones se observó la formación de cristales (Figura 4.6).  

 

 

Figura 4.6 Cristales formados a una concentración de GdADH-III de 15 mg/mL, empleando una 
solución amortiguadora de citrato de sodio, 0.1M; isopropanol, 10 % v/v; PEG 4000, 10 % m/v; pH  
5.6. 

 

 Se realizaron variaciones a la solución amortiguadora aumentando el porcentaje de 

PEG 4000 con la finalidad de aumentar el tamaño de los cristales obtenidos. Cuando la 

concentración de PEG 4000 se aumentó a 12 % m/v, se observó la formación de cristales 

más pequeños que los obtenidos a una concentración de 10 % (Figura 4.7A) y al incrementar 

la concentración de PEG 4000 a 15 % m/v ya no se observó la formación de cristales (Figura 

4.7 B).  
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Figura 4.7 Resultados de las pruebas de cristalización con solución amortiguadora de citrato de 
sodio 0.1M; pH 5.6 y una concentración de GdADH-III de 15 mg/mL, variando la concentración de 
PEG. A) Solución amortiguadora de citratos con PEG al 12 % m/v y pH  5.6 B) Solución amortiguadora 
de citratos con PEG al 15 % m/v.  

 

A 10 % de PEG se formaron dos tipos de cristales, unos de color rojo (Figura 4.8 A) y 

otros incoloros (Figura 4.8 B). Debido al color rojo de la proteína GdADH-III por la presencia 

de los grupos hemo reducidos, los cristales rojos se asociaron a esta proteína. Algunos 

cristales incoloros, se seleccionaron para ser secuenciados, lo que permitió identificarlos 

como 6-fosfoguconato deshidrogenasa de Ga. diazotrophicus (Gd6PGD) como se 

mencionará más adelante a partir de la sección 4.2. Resulta interesante ver que, como se 

muestra en las figuras 4.6 y 4.8, la proteína cristaliza aun cuando no se encuentre pura la 

muestra y haya presencia de otras proteínas; en este caso, de la Gd6PGD.  

 

 

Figura 4.8 Cristales obtenidos con solución amortiguadora de citratos con PEG al 10 % m/v y pH  5.6 
Solución amortiguadora de citratos con PEG al 10 % m/v y pH  5.6. A) Cristales rojos 
correspondientes a GdADH-III B) Cristales incoloros identificados posteriormente como Gd6PGD. 
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Ambos tipos de cristales se recolectaron con un asa y se sumergieron en una 

solución amortiguadora crioprotectora de citrato de sodio 0.1 M, 10 % v/v de isopropanol, 

10 % v/v de glicerol y 10 % m/v de PEG 4000, pH 5.6. Posteriormente se comenzó a colectar 

los datos de la difracción de rayos X a 77 K comprobando que ambos eran cristales de 

proteína. En estas difracciones preliminares se observó la presencia de cristales de agua 

cuya difracción interfería con la difracción de los cristales de GdADH-III. 

Con la finalidad de reducir la formación de los cristales de agua, se aumentó la 

concentración del glicerol a 12 % v/v lo que provocó que los cristales de la proteína de 

membrana se disolvieran en la solución crioprotectora impidiendo así la colección de datos 

para la determinación de la estructura tridimensional. 

Empleando nuevos lotes de proteína purificada, se realizaron pruebas de 

cristalización adicionales bajo las mismas condiciones y empleando la misma solución 

amortiguadora de citrato de sodio, 0.1 M; isopropanol, 10 % v/v; PEG 4000, 10 % m/v; pH 

5.6. En un par de experimentos de cristalización, y luego de cuatro semanas, no se observó 

la formación de cristales.  

Para confirmar que la muestra GdADH-III era homogénea y adecuada para realizar 

pruebas de cristalización, se realizó un estudio de dispersión dinámica de luz. Dicho análisis 

nos confirmó que la muestra era homogénea y que no existían distintos estados 

conformacionales de la proteína. Además, con dicho estudio fue posible determinar un 

tamaño de partícula de 8.15 nm que corresponde a un heterodímero de GdADH-III. 

Para comprobar la presencia de todos los cofactores en la muestra de GdADH-III y 

descartar que la ausencia de éstos impidiera la cristalización, se realizó un experimento de 

EPR. En dicho estudio se observó que los grupos hemo cI y cII1 en GdADH-III, aquellos con 

un potencial redox más negativo, se encontraban parcialmente oxidados. Las señales para 

el PQQ, en g = 2.001, y para el cúmulo [2Fe-2S], en g = 1.938 y g = 1.927, eran todavía 

visibles. 
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Estos estudios de EPR indican que, para que la proteína pueda cristalizar, es 

indispensable que todos los cofactores se encuentren en estado reducido. Resulta también 

interesante que, aun cuando se observaron las señales en EPR de los grupos hemo cI y cII1 

en g = 10.879 g = 4.975 y g = 4.280, aún se observan las señales correspondientes al radical 

semiquinona y al cúmulo [2Fe-2S] lo que indica la estabilidad de estos dos cofactores en 

estado reducido. 

Hasta el momento, no existe reportada ninguna estructura de una alcohol 

deshidrogenasa dependiente de PQQ de tipo III, por lo que la cristalización de GdADH-III es 

de gran relevancia y se espera contar pronto con cristales adecuados para su difracción de 

rayos X y posterior elucidación de la estructura tridimensional de la metaloenzima. 

 

4.1.5 Estudio de GdADH-III en estado oxidado 

Con la finalidad de caracterizar y estudiar los estados de espín de los hierros de los 

grupos hemo presentes en la proteína se han realizado diversos experimentos de oxidación 

de GdADH-III. Se ha observado que la reacción de GdADH-III con diversos oxidantes como 

nitrito (NO2-) ferricianuro ([Fe(CN)6]3-) y peroxodisulfato (S2O8
2-) produce una forma oxidada 

de la proteína que se precipita rápidamente. Recientemente la oxidación con hidroperóxido 

de terbutilo ha permitido estudiar los grupos hemo por medio de espectroscopía de EPR a 

baja temperatura (Figura 1.12) [82, 85]. 

Como se mencionó en la sección4.1.4, al realizar experimentos de EPR a baja 

temperatura con una fracción de la proteína GdADH-III que no cristalizaba se determinó 

que los grupos hemo cI y cII1 se encontraban parcialmente oxidados, mostrando una señal 

rómbica para un Fe(III) de alto espín en g = 10.879 g = 4.975 y g = 4.280, correspondiente a 

cI y una señal altamente anisotrópica para un Fe(II) de bajo espín en g = 3.254, 

correspondiente a cII1. En esta muestra las señales correspondientes al radical semiquinona 

en g = 2.001, y al cúmulo [2Fe-2S], en g = 1.938 y g = 1.927, indican la estabilidad de dichos 

cofactores en el estado reducido. 
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A diferencia de la proteína oxidada anteriormente con hidroperóxido de terbutilo 

mostrada en la Figura 1.12 [85], esta muestra se oxidó naturalmente debido al oxígeno del 

medio y después de haber tenido almacenadas las membranas durante un año a -70 °C. 

Esta oxidación natural nos permitió confirmar la presencia de un grupo hemo con un Fe(III) 

de alto espín además de observar la gran estabilidad en el estado reducido de los cofactores 

PQQ y el cúmulo [2Fe-2S]. Esta estabilidad se debe probablemente al acoplamiento de tipo 

antiferromagnético que existe entre dichos cofactores [82, 83]. 

 

4.1.6 Estudio de la reactividad de GdADH-III con NO 

En otro experimento, para poder caracterizar los grupos hemo por medio de la 

formación de aductos de Fe(II) con NO, se llevó a cabo la reacción de GdADH-III con 

espermina-NONOato como donador de NO. Con el paso del tiempo se observó la oxidación 

de la GdADH-III y esta reacción fue seguida por espectroscopía UV-Vis como se muestra en 

la Figura 4.9. Se puede observar que disminuye la absorción a 317 nm atribuida al PQQ en 

estado reducido, así como la disminución en la absorción en 418, 523 y 553 nm y un 

incremento en 527 nm indicando la oxidación de los grupos hemo. Cuando se compara la 

oxidación por el espermina-NONOato con la oxidación por ferricianuro de potasio (Inserto 

en la Figura 4.9), se puede observar que en el caso de la GdADH-III oxidada por NO 

únicamente hay cerca de un 75% de Fe(III) y un 25 % de Fe(II) indicando que uno de los 

grupos hemo no está siendo oxidado. 
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Figura 4.9 Reacción de GdADH-III con espermina-NONOato en solución amortiguadora de fosfatos 
10 mM; pH  7.4  bajo atmósfera de N2.  Inserto: Oxidación de GdADH-III con ferricianuro de potasio 
K3[Fe(CN)6]. Línea roja, proteína reducida; línea verde, proteína oxidada. 

 

 La reactividad de los grupos hemo en GdADH-III frente a NO es importante pues el 

NO es capaz de oxidar tres de los cuatro grupos hemo en GdADH-III (Figura 4.9). Esto 

contrasta con lo que se ha observado anteriormente en otras hemoproteínas [133, 133] en 

las que el NO únicamente forma aductos con los grupos hemo sin oxidarlos. Al analizar el 

cambio en la absorbancia para el pico de 418 nm respecto al tiempo y realizando gráficas 

de ln|At-A∞| vs. tiempo (Figura 4.10) se pueden observar dos líneas rectas que se asignan 

a dos reacciones de pseudo primer orden. El primer paso con una kobs = 12.8 x10-3 min-1 

corresponde a la unión del NO a los grupos hemo (cI, cII1, cII2, cII3) mientras que el segundo 

paso con una kobs = 20.1 x10-3 min-1 corresponde a la oxidación de tres grupos hemo (cI, cII1, 

cII2). 
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Figura 4.10 Determinación de las constantes de pseudo primer orden para la unión de NO a los 
grupos hemo (línea roja) y la oxidación de los grupos hemo por NO (línea verde). Se siguió la 

absorción a 418 nm para la reacción de GdADH-III, 4 M con espermina-NONOato, 1 mM en solución 
amortiguadora de fosfatos 10 mM, pH  7.4 a 37 °C  bajo atmósfera de N2. 

 

Se han reportado valores de kobs = 18.2 x101 min-1 para la unión de NO al citocromo 

c554 de Nitrosomonas europaea [134] y valores de kcat = 18.24 x102 min-1 para la 

transferencia de electrones de la NO reductasa de Pseudomonas nautica al citocromo c552 

[135]. En la reacción con GdADH-III y espermina-NONOato se concluye que el paso limitante 

es la liberación de NO por parte del donador de NO con una k = 15 x10-3 min-1 bajo las 

condiciones de reacción ensayadas [136]. 

La proteína oxidada se estudió por EPR a 10 K (Figura 4.11) observando una señal 

rómbica con un ancho de banda de 168 G y con valores de g en gx = 2.079, gy = 2.005 y gz = 

1.974. El ancho de cada señal es consistente con un acoplamiento al 14N del nitrosilo 

coordinado a Fe(II) con valores de acoplamiento hiperfino NOAx = 30 MHz, NOAy = 60 MHz y 

NOAz = 31 MHz. Además, se observa un desdoblamiento adicional en la señal en gy que se 

asigna al acoplamiento con un 14N de una His trans al Fe(II)-NO con una constante de 

acoplamiento hiperfino HisAy = 25 MHz.  
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Figura 4.11 Espectro de EPR experimental y simulado del producto de la reacción de GdADH-III con 
espermina-NONOato en una solución amortiguadora de fosfatos 10 mM, pH  7.4, bajo atmósfera de 
nitrógeno. Condiciones del EPR: Frecuencia 9.342660 GHz, potencia: 2.0 mW, amplitud 0.3 mT y T = 
10 K.  

 

 El NO forma aductos con los cuatro grupos hemo en GdADH-III oxidando a tres de 

ellos. Los aductos Fe(III)-NO forman una especie diamagnética, S = 0, por lo que no darían 

señal en un espectro de EPR mientras que el aducto Fe(II)-NO forma una especie 

paramagnética, S = ½, cuya señal es la que se observa. Es importante resaltar también que 

en el espectro de EPR de la GdADH-III parcialmente oxidada con NO es posible aún ver las 

señales correspondientes al radical semiquinona en g = 2.007, y al cúmulo de [2Fe-2S] con 

valores de gz = 1.920 y gy = 1.942. Una vez más, esto indica la gran estabilidad de ambos 

cofactores debido al acoplamiento de tipo antiferromagnético entre el PQQ y el cúmulo 

[2Fe-2S]. 
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4.1.7 Cultivo de la bacteria Ga. diazotrophicus con iones lantánidos, La3+ y 

Ce4+. 

Como se discute en la introducción (Sección 1.3.2.1), recientemente se ha estudiado 

el papel catalítico y regulatorio de los iones lantánidos en −proteobacterias y -

proteobacterias como Methylorubrum extorquens ó Methylomicrobium buryatense. Se ha 

observado que dichos iones tienen un efecto importante sobre la oxidación de alcoholes y 

en particular sobre la actividad de las alcohol deshidrogenasas dependientes de PQQ de 

tipo I.  Por ello se decidió estudiar el efecto de iones lantánidos en el cultivo de Ga. 

diazotrophicus y en la actividad de alcohol deshidrogenasa.  

Se crecieron tres lotes diferentes de bacteria empleando medio LGIP modificando el 

contenido de Ca2+ de acuerdo con lo descrito en la sección 3.1.3.  En el primer medio se 

empleó CaCl2 0.1 mM; en el segundo LaCl3, 0.1 mM y finalmente el tercero con Ce(SO4)2 0.1 

mM. En todos los casos de adicionó etanol luego de 36 h de cultivo.  

Las células se recuperaron por centrifugación a 4000 x g y se determinó el 

crecimiento relativo  en cada uno de los medios (Tabla 4.2). Se observó un crecimiento muy 

similar tanto en el medio con Ca2+ como en el medio con Ce4+.  Resulta interesante el hecho 

de que el crecimiento es el doble en el medio con La3+. 

 

Tabla 4.2 Crecimiento y actividad relativa de ADH de Ga diazotrophicus en presencia de iones 
lantánidos. 

Ion metálico Crecimiento relativo 
de la bacteria 

Actividad relativa de 
alcohol deshidrogenasa 

Radio iónico (pm) 

Ca2+ 1 100 % 114 

La3+ 2 60 % 117 

Ce4+ 1 90 % 101 (Ce3+ 115) 

 

 Al medir la actividad de alcohol deshidrogenasa de las bacterias crecidas en cada 

uno de los medios (Tabla 4.2) se observó que la actividad en el medio con Ce4+ era 
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ligeramente menor a la actividad en el medio con Ca2+. Por otro lado, en el caso de las 

células cultivadas en el medio con La3+ la disminución en la actividad fue más notoria.  

Se puede ver que aun en presencia de iones lantánidos y ausencia de calcio hay una 

alta actividad de alcohol deshidrogenasa, principalmente en el caso de Ce4+. Tanto el La3+ 

como el Ca2+ tienen radios iónicos muy similares, mientras que Ce4+ es aproximadamente 

un 10 % más pequeño, sin embargo el Ce3+ también es similar al Ca2+. Basándonos en el 

tamaño parece factible que el Ca2+ pudiera estar siendo reemplazado por el ion La3+ y 

posiblemente por el ion Ce3+. En este caso, dado que la bacteria creció en un medio rico en 

Ce4+, parecería haber algún mecanismo en la célula para asimilar Ce ya fuera en estado 

oxidado (Ce4+) o reducido (Ce3+). El hecho de que las células de Ga diazotrophicus crecen al 

doble en presencia de La3+ parece indicar también que la bacteria posee un mecanismo para 

reconocer y asimilar iones lantánidos. 

Al realizar una búsqueda en la base de datos UniProt [127] para la alcohol 

deshidrogenasa de Ga diazotrophicus, se encontró que existen dos genes que codifican 

alcohol deshidrogenasas. El gen gdiA que codifica una ADH dependiente de Zn y de NAD+ 

(soluble en el citoplasma) y el gen adhAB que codifica a la enzima dependiente de PQQ, 

GdADH-III. Sin embargo, es importante resaltar que, los estudios de actividad fueron 

realizados midiendo la reducción de ferricianuro de potasio, el cual actúa tiene actividad 

como aceptor de electrones frente a las deshidrogenasas de membrana en Ga. 

diazotrophicus [77-83, 85]. 

Con el fin de estudiar un posible modo de coordinación de los iones lantánidos en 

GdADH-III, se tomó la secuencia de aminoácidos de esta proteína y se alineó con las 

secuencias de las  metanol deshidrogenasa dependientes de Ln3+, Ce3+-XoxF [64; 

WP_009058797.1] y Eu3+-XoxF de Methylacidiphilum fumariolicum SolV [65; 

WP_009058797.1], La3+-XoxF de Methylomicrobium buryatense [66; WP_017842117.1] y La3+-

XoxF de Methylorubrum extorquens [67; SOR30768.1]. Al comparar los residuos de unión al 

ion metálico (Figura 4.12) se observa que en la GdADH-III, al igual que en todas las enzimas 

PQQ-ADH, se encuentran conservados los residuos Glu217, Asn299 y Asp344.  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_009058797.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=FRDRCSGN016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_009058797.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=FRDRF7GT014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_017842117.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=FRDRJPY7014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/SOR30768.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=FRDRRF32016
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Figura 4.12 Alineación de las secuencias de GdADH-III y las ADH dependientes de lantánidos Ce3+-
XoxF (MfADH-Ce) y Eu3+-XoxF de Methylacidiphilum fumariolicum SolV (MfADH-Eu), La3+-XoxF de 
Methylomicrobium buryatense (MbADHLa) y La3+-XoxF de Methylorubrum extorquens (MeADH-La). 

 

Por otro lado, al observar el residuo Asp335 en MfADH-Ce, vemos que éste se 

encuentra conservado en todas las secuencias de Ln3+-ADH, sin embargo en GdADH-III está 

sustituido por una Thr346. Dado que en las proteínas dependientes de lantánidos se ha 

observado que este Asp335 estabiliza la carga y el mayor número de coordinación de dichos 

iones, su ausencia en GdADH-III podría explicar la disminución en la actividad cuando la 

proteína se expresa en presencia de La3+ y Ce4+. Sin embargo, la Thr346 de GdADH-III posee 

un átomo de oxígeno que podría, en determinado momento, coordinarse también al ion 

metálico La3+ o Ce4+/3+. Con base en la estructura propuesta para la subunidad I de GdADH-

III [82], se puede proponer un modo de coordinación para los iones Ln3+ en dicha proteína 

(Figura 4.13). 
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Figura 4.13 Modo de coordinación propuesto para un ion Ln3+ (La3+ o Ce3+) en GdADH-III. Se 
muestran los átomos de carbono en color gris, los de oxígeno en color rojo, los de nitrógeno en color 
azul, los de azufre en color amarillo, los de hierro en color naranja y el ion lantánido en color cian. 

 
 

 Debido a la pandemia ocasionada por el SARS-Cov 2, el trabajo del efecto de los 

iones lantánidos en el crecimiento y actividad de alcohol deshidrogenasa de Ga. 

diazotrophicus se vio interrumpido, por lo que sólo se reportan resultados preliminares. 

Éstos muestran que en el caso de Ga. diazotrophicus hay un efecto importante de La3+ y 

Ce4+ tanto en el crecimiento de la bacteria como en la actividad de la alcohol 

deshidrogenasa. El aislamiento de la proteína GdADH-III a partir del cultivo de la bacteria 

en presencia de lantánidos, permitiría confirmar la incorporación de dichos iones a la 

proteína.  
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4.2 6-fosfogluconato deshidrogenasa de Ga. diazotrophicus, Gd6PGD 

4.2.1 Cultivo de la bacteria Ga. diazotrophicus 

El cultivo de la bacteria se llevó a cabo del mismo modo que para el estudio de la 

GdADH-III (Sección 4.1.1). 

 

4.2.2 Purificación de la proteína Gd6PGD 

Luego de la lisis celular por sonicación la fracción soluble se obtuvo por 

centrifugación a 178,800 x g, recuperando el sobrenadante. Dicho sobrenadante se aplicó 

a la columna de intercambio aniónico QAE y a la columna de hidroxiapatita. 

4.2.2.1 Columna QAE 

Se aplicó la fracción soluble a la columna de intercambio aniónico QAE previamente 

equilibrada con una solución amortiguadora de fosfatos, 0.01 M; pH  5.8. Se obtuvo un 

lavado de la columna cuyas fracciones presentaban actividad de Gd6PGD. El resto de las 

proteínas fueron eluídas con NaCl 0.25 M. 

4.2.2.2 Columna Ha 

El lavado de la columna QAE se aplicó a la columna de hidroxiapatita equilibrada con 

la solución amortiguadora de fosfatos, 0.01 M; pH  5.8. El lavado de la columna presentó un 

perfil de elución con un solo pico sin actividad de Gd6PGD. El resto de las proteínas fueron 

eluídas con un gradiente linear de fosfatos de 10 a 250 mM. A una concentración de 210 

mM se obtuvo una fracción con actividad de 6PGD, indicando la presencia de la proteína 

Gd6PGD. En la Tabla 4.3 se presentan los resultados del proceso de purificación de la 

proteína Gd6PGD. 
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Tabla 4.3 Tabla de purificación de la proteína Gd6PGD. 

a 11 gramos de células (masa húmeda). 
b una unidad equivale a 1 μmol NAD+ min–1.  
 

La purificación de la Gd6PGD a partir de la fracción membranal se realizó de la misma 

manera que para la proteína de la fracción soluble, con la diferencia de que se usó Triton X-

100 al 0.1 % v/v en todas las disoluciones. Los patrones de elución para las columnas fueron 

muy parecidos y la proteína se recuperó de la columna de hidroxiapatita a la misma 

concentración de fosfatos.  

 

4.2.3 Caracterización oligomérica de Gd6PGD 

4.2.3.1 Electroforesis en gel de poliacrilamida 

Por medio de electroforesis con un gel de poliacrilamida al 10 % m/v se realizó un 

gel nativo empleando Tritón X-100 y un gel desnaturalizante con SDS y se determinó la 

composición oligomérica de la PQQ-ADH. En el gel en condiciones no desnaturalizantes, se 

observó una única banda que indica que la composición oligomérica de Gd6PGD es 

homogénea. Por otro lado, en la Figura 4.14 se muestra el gel en condiciones 

desnaturalizantes donde se ve que cada uno de los monómeros presenta una masa 

molecular de ≈35 kDa.  

Pasos de 
purificacióna 

Proteína 
total  
(mg) 

Actividad 
totalb 

(U) 

Actividad 
específica 

(U/mg) 

Factor de 
purificación 

Rendimiento 
(%) 

Fracción 
soluble 

175 31.7 0.2 1 100 

QAE 10 7.9 0.8 4 25 

Ha 2 5.1 2.8 15 16 
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Figura 4.14 Gel de electroforesis de Gd6PGD en condiciones desnaturalizantes con SDS. Se muestran 
los resultados para la tinción del gel con azul de Coomassie. Se muestran los marcadores de masas 
moleculares: fosforilasa b (103 kDa), BSA (73 kDa); ovoalbúmina (48 kDa); anhidrasa carbónica (34 
kDa); inhibidor de tripsina de soya (27 kDa) y lisozima (17 kDa). 

  

4.2.4 Estudios de actividad de Gd6PGD 

Existen diversos reportes estructurales y de actividad para diversas 6PGDs y siempre 

se han reportado como enzimas solubles en el citoplasma. Específicamente, en Ga. 

diazotrophicus se han reportado diversos estudios metabólicos [86-91] que detectan la 

actividad de 6-fosfogluconato deshidrogenasa como participante de la vía de las pentosas 

fosfato. Sin embargo, ninguno de estos estudios reporta un posterior aislamiento o 

caracterización de la Gd6PGD.  

Además, existe una discrepancia en algunos resultados. Inicialmente, se propuso 

que Gd6PGD en la cepa PAL5 era dependiente exclusivamente de NADP+ [86] como en la 

mayoría de las bacterias. Posteriormente se reportó que Gd6PGD en la cepa PAL3 era 

dependiente de NAD+ [87] y que probablemente las cepas PAL5 y PPe4 también eran 

dependientes de NAD+.  
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4.2.4.1 Actividad de Gd6PGD en la fracción soluble y la fracción membranal. 

A diferencia de lo que se ha reportado anteriormente, en Ga. diazotrophicus hemos 

observado actividad de 6PGD tanto en las fracciones solubles como en las fracciones 

membranales. La presencia de actividad en la fracción membranal es consistente en varios 

lotes de aislamiento. 

Con la finalidad de determinar la localización de la Gd6PGD en la célula, se midió la 

actividad enzimática tanto en la fracción soluble como en la fracción membranal de la 

bacteria encontrando actividad en ambas fracciones (Tabla 4.4). Si bien es claramente 

mayor en la fracción soluble, no es despreciable en la fracción membranal.  

La actividad relativa es entre 2 y 4 veces mayor en la fracción soluble indicando que 

entre 20 % y 33 % de la proteína se encuentra en la membrana.  Por otro lado, es posible 

ver que, en ambas fracciones, la proteína es activa tanto con NAD+ como con NADP+ aunque 

la actividad es claramente mayor con NAD+. 

 

Tabla 4.4 Actividad de 6PGD en las fracción soluble y fracción de membrana para NAD+ y NADP+. 
Los ensayos se realizaron a una concentración de 6-fosfogluconato 0.6 mM y NAD(P)+, 0.2 mM, pH, 
7.5 como se describe en la sección 3.7.3. 

Fracción NAD+ 
(U / mg*) 

NADP+ 

(U / mg*) 

Fracción soluble 0.18 0.011 

Fracción membranal 0.04 0.005 

U = reducción de 1 mmol de NAD(P)+ min-1 

* mg de proteína en la fracción 
 

4.2.4.2 Actividad específica con NAD+ y NADP+ 

Con el fin de aclarar las inconsistencias reportadas anteriormente para la actividad 

de Gd6PGD, se determinó la actividad específica de la enzima pura en presencia de los 

cofactores NAD+ y NADP+. Las pruebas de actividad se realizaron con una concentración de 

6-fosfogluconato de 0.6 mM; NAD(P)+, 0.2 mM; pH 7.4 como se describe en la sección 3.7.3.  
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Se encontró que la actividad específica con  NAD+ es de 2.88 ± 0.08 U mg-1, mientras que 

con NADP+ es de 0.34 ± 0.03 U mg-1. Es importante resaltar que Gd6PGD es activa con ambos 

cofactores aunque es notorio que, bajo las condiciones de ensayo, tiene una actividad 

específica mayor (8 veces) con NAD+ en comparación con la actividad específica con NADP+. 

 

4.2.5 Estudios cinéticos de Gd6PGD 

Con la intención de profundizar en la actividad de la Gd6PGD, se realizaron estudios 

de cinética enzimática con la proteína purificada del citoplasma y de la membrana y se 

determinaron los parámetros cinéticos Km, Vmax y kcat/Km para el sustrato (6-fosfogluconato) 

y los cofactores NAD+ y NADP+.  

En la Figura 4.15 se muestra la curva de saturación de la enzima por el sustrato. Se 

puede observar que la proteína purificada del citoplasma (línea azul) alcanza una velocidad 

máxima mucho mayor que la proteína purificada de la membrana (línea roja). Ambos datos 

fueron ajustados a la ecuación de Michaelis-Menten. Los parámetros cinéticos obtenidos 

de dicho ajuste para proteína del citoplasma son Km = 934 ± 114 M; Vmax = 6.25 ± 0.21 mol 

min-1 mgprot
-1 y kcat/Km = 3.91 ± 1.05 s-1 mM-1, mientras que para la proteína de membrana 

son Km = 33 ± 4 M; Vmax = 1.67 ± 0.04 mol min-1 mgprot
-1 y kcat/Km = 29.39 ± 5.00 s-1 mM-1. 
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Figura 4.15 Curva de saturación de Gd6PGD purificada del citoplasma (línea azul) y de la membrana 
(línea roja) con el sustrato 6-fosfogluconato. Las barras de error representan la desviación estándar 
de los resultados obtenidos en experimentos realizados por triplicado. El estudio se realizó a una 
concentración de NAD+, 0.2 mM; pH 7.5, variando la concentración de 6PG de 0.2 a 6.0 mM como 
se describe en la sección 3.7.4. 

 

El estudio saturación de Gd6PGD por el cofactor NAD+ se reportan en la Figura 4.16. 

Nuevamente se aprecia que la velocidad máxima alcanzada es mucho mayor en la proteína 

de citoplasma (línea azul). Los parámetros cinéticos obtenidos del ajuste de los datos a la 

ecuación de Michaelis-Menten son Km = 103 ± 17 M; Vmax = 5.22 ± 0.18 mol min-1 mgprot
-

1 y kcat/Km = 29.61 ± 6.47 s-1 mM-1. Para la proteína de membrana, se obtuvieron los 

siguientes parámetros Km = 53 ± 6 M; Vmax = 2.26 ± 0.04 mol min-1 mgprot
-1 y kcat/Km = 

24.91 ± 3.33 s-1 mM-1. 
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Figura 4.16 Curva de saturación de Gd6PGD purificada del citoplasma (línea azul) y de la membrana 
(línea roja) con el cofactor NAD+. Las barras de error representan la desviación estándar de los 
resultados obtenidos en experimentos realizados por triplicado. El estudio se realizó a una 
concentración de 6PG 0.6 mM; pH 7.5, variando la concentración de NAD+ de 0.2 a 2.0 mM como se 
describe en la sección 3.7.4. 

 

Finalmente, para los estudios de saturación de Gd6PGD por el cofactor NADP+ 

(presentados en la Figura 4.17), se observa también una velocidad inicial máxima mayor en 

la proteína del citoplasma (línea azul). Los parámetros cinéticos obtenidos del ajuste a la 

ecuación de Michaelis-Menten para la proteína del citoplasma son Km = 2386 ± 338 M;  

Vmax = 2.41 ± 0.23 mol min-1 mgprot
-1 y kcat/Km = 0.59 ± 0.38 s-1 mM-1, mientras que para la 

proteína de membrana son Km = 870 ± 66; Vmax = 0.87 ± 0.03 mol min-1 mgprot
-1 y kcat/Km = 

0.58 ± 0.15 s-1 mM-1. 
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Figura 4.17 Curva de saturación de Gd6PGD purificada del citoplasma (línea azul) y de la membrana 
(línea roja) con el cofactor NADP+. Las barras de error representan la desviación estándar de los 
resultados obtenidos en experimentos realizados por triplicado. El estudio se realizó a una 
concentración de 6PG 0.6 mM; pH 7.5, variando la concentración de NAD+ de 0.2 a 2.0 mM como se 
describe en la sección 3.7.4. 

 

Un resumen de los parámetros cinéticos obtenidos se presenta en la Tabla 4.5. Se 

puede apreciar que tanto en la proteína del citoplasma como de la membrana los valores 

de Km son mucho menores para el cofactor NAD+ con respecto a la del cofactor NADP+. Al 

observar los valores de kcat/Km se puede observar que son mucho mayores con NAD+ que 

con NADP+ lo que indica que la Gd6PGD emplea preferentemente NAD+. 
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Tabla 4.5 Parámetros cinéticos de la proteína Gd6PGD purificada del citoplasma y de la 
membrana. 

Enzima  Km (M) Vmax (mol min-1 

mgprot
-1) 

kcat (s-1) kcat/Km (s-1 mM-1) 

Purificada del 

citoplasma 

6PG 934 ± 114 6.25 ± 0.21 3.65 ± 0.12 3.91 ± 1.05  

NAD+ 103 ± 17 5.22 ± 0.18 3.05 ± 0.11 29.61 ± 6.47 

NADP+ 2386 ± 338 2.41 ± 0.23 1.41 ± 0.13 0.59 ± 0.38 

Purificada de la 

membrana 

6PG 33 ± 4 1.67 ± 0.04 0.97 ± 0.02 29.39 ± 5.00 

NAD+ 53 ± 6 2.26 ± 0.04 1.32 ± 0.02 24.91 ± 3.33 

NADP+ 870 ± 66 0.87 ± 0.03 0.51 ± 0.01  0.58 ± 0.15 

 

Por otro lado, también se observa que los valores de Km y de Vmax son menores en la 

proteína de membrana tanto para el sustrato como para los cofactores. Esto nos llevó a 

preguntarnos si la proteína de membrana y del citoplasma era la misma o si, por el 

contrario, existían dos proteínas con actividad de 6-fosfogluconato deshidrogenasa por lo 

que se realizó un estudio para determinar el papel del Tritón X-100 en las muestras de 

membrana. 

Para estudiar el efecto que el Tritón X-100 pudiera tener en el estudio cinético, se 

realizaron dos experimentos independientes. Por un lado, a la proteína purificada del 

citoplasma se le adicionó, en un ensayo, Tritón X-100 a una concentración de 0.1 % v/v. En 

ese caso se observó que los parámetros cinéticos Km (103 ± 17 M), Vmax (5.22 ± 0.18 mol 

min-1 mgprot
-1) y kcat (3.05 ± 0.11 s-1) disminuyeron cerca de un 50 % (42 ± 13 M, 2.54 ± 0.14 

mol min-1 mgprot
-1 y 1.06 ± 0.08 s-1,  respectivamente). Por otro lado, a la proteína purificada 

de la membrana se le eliminó el Tritón X-100 con ayuda de unas columnas para eliminar 

detergente (“Pierce Detergent Removal Spin Columns” adquiridas de Thermo Scientific). 

Luego de elminar el Tritón X-100 se observó que los parámetros cinéticos Km (53 ± 6 M), 

Vmax (2.26 ± 0.04 mol min-1 mgprot
-1) y kcat (1.32 ± 0.02 s-1) aumentaron prácticamente al 

doble (94 ± 23 M, 4.08 ± 0.26 mol min-1 mgprot
-1 y 2.38 ± 0.31, respectivamente). Por otro 
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lado, el valor de kcat/Km se mantuvo constante independientemente de la adición o 

eliminación del detergente (Tabla 4.6). 

 
Tabla 4.6. Parámetros cinéticos para el NAD+ de la proteína del citoplasma, antes y después de 
adicionar Tritón X-100, y de la proteína de membrana, antes y después de eliminar el Tritón X-100. 

Enzima Tritón X-100 Km (M) Vmax (mmol min-1 

mgprot
-1) 

kcat (s-1) kcat/Km (s-1 mM-1) 

Citoplasma 0.0 % 103 ± 17 5.22 ± 0.18 3.05 ± 0.11 29.61 ± 6.47 

 0.1 % 42 ± 13           2.54 ± 0.14  1.06 ± 0.08 25.24 ± 6.15 

Membrana 0.1 % 53 ± 6 2.26 ± 0.04 1.32 ± 0.02 24.91 ± 3.33 

 0.0 % 94 ± 23 4.08 ± 0.26 2.38 ± 0.31 25.32 ± 13.48 

 

 De los resultados mostrados en la Tabla 4.6 es posible apreciar que la proteína del 

citoplasma y la de membrana tienen parámetros cinéticos muy similares en ausencia de 

Tritón X-100, así como a una concentración de 0.1 % independientemente de si el 

detergente fue adicionado o eliminado.  

 Se realizó también un estudio de saturación de Gd6PGD en función de la 

concentración de NAD+ con la proteína de membrana sin Tritón X-100 y adicionando el 

mismo detergente a distintas concentraciones a la proteína citoplásmica. Los resultados se 

muestran en la Figura 4.18, donde se puede observar un patrón de líneas paralelas en la 

gráfica de Lineweaver-Buck (Figura 4.18 B) que nos indica que existe una inhibición de tipo 

acompetitiva sobre la proteína Gd6PGD.  Esto nos llevó a la conclusión de que, en la célula, 

existe únicamente una proteína con actividad 6PGD que, además de estar presente en el 

citoplasma, puede asociarse a la membrana.  
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Figura 4.18 Efecto del Tritón X-100 sobre la cinética de Gd6PGD. A) Curvas de saturación con NAD+ 
de Gd6PGD purificada del citoplasma (línea azul), de la membrana (línea roja) y de la membrana 
después de haber removido el Tritón X-100 (verde). Las barras de error representan la desviación 
estándar de los resultados de los experimentos realizados por triplicado. B) Gráficos de Lineweaver-
Buck a diferentes concentraciones de Tritón X-100 indicando una inhibición acompetitiva. 

 

4.2.5.1 Constantes de afinidad Km para distintas 6PGDs reportadas 

 En la Tabla 4.7 se pueden observar las constantes de afinidad Km para varias 6PGDs 

de diversos organismos desde bacterias hasta mamíferos. Es importante recordar que todas 

las 6PGDs reportadas en la literatura son enzimas citoplásmicas. Tanto Ga. diazotrophicus 
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como G. suboxydans son bacterias ácido-acéticas y es posible apreciar que, mientras en 

otros organismos la Km para el sustrato 6PG se encuentran en el intervalo de 3 – 120 M, 

en las bacterias ácido-acéticas se encuentra en el intervalo de 440 – 940 M. Por otro lado, 

en las proteínas que claramente son dependientes de NADP+, la Km varía entre 1 y 150 M 

para dicho cofactor mientras que  los valores de las Km de NAD+ en las proteínas 

dependientes de NAD+, pertenecientes a Ga. diazotrophicus, Gluconobacter suboxydans y 

Haloferax volcanii, se encuentran entre 33 y 103 M. 

 

Tabla 4.7 Comparación de las constantes de afinidad (Km) de 6PGDs de diferentes organismos. 

Organismo Km 6PG (M) Km NADP+ (M) Km NAD+ (M) Referencia 

Gluconacetobacter 

diazotrophicus * 

934 ± 114 2386 ± 338 103 ± 17 Este trabajo 

Gluconobacter 

suboxydans * 

440 440 64 [87] 

Haloferax volcanii 21 2940 33 [143] 

Trypanosoma brucei 3.5 1  [144] 

Geobacillus 

stearothermophilus 

20 25  [145] 

Saccharomyces 

cerevisiae 

25 ± 1 153 ± 4  [146] 

35 ± 6 50 ± 9  [103] 

Klebsiella 

pneumoniae 

118 ± 23 107 ± 4  [105] 

Ovis aries 6.76 ± 1.6 16.1 ± 1.3  [147] 

2.9 22.7  [148] 

Homo sapiens 30 20  [149] 

6.9 ± 2.0 33.7 ± 7.1  [97] 

* Bacterias ácido-acéticas 
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4.2.6 Análisis bioinformático de las secuencias de 6PGD. 

 Una búsqueda realizada en UniProt [127] y en GeneBank [128] mostró que existe 

únicamente una secuencia no redundante para la 6-fosfogluconato deshidrogenasa en Ga. 

diazotrophicus codificada en el gen gnd lo que confirma la existencia de una sola proteína 

que puede estar en el citoplasma y asociada a la membrana como se demostró con los 

estudios cinéticos. Por la secuencia reportada para Gd6PGD (NCBI Ref. Seq. 

WP_012222546.1) se sabe que contiene 332 residuos de amino ácidos al igual que otras 

6PGDs de bacterias ácido-acéticas como A. aceti (Aa), A. pasteurianus (Ap) and K. xylinus 

(Kx) que tienen 332, 333 y 333 residuos respectivamente. Sin embargo, las 6PGDs de otros 

organismos generalmente tienen una secuencia más larga como en el caso de V. 

diazotrophicus (Vd) con 482 residuos, O. aries (Oa) 483, T. grayi (Tg) 476, T. brucei (Tb) 477, 

L. lactis (Ll) 472, G. stearothermophilus (Gs) 469, S. cerevisiae (Sc) 489 y K. pneumoniae (Kp) 

468.  

 Estas diferencias se pueden ver también en el grado de identidad de las secuencias. 

Mientras que las secuencias de Aa, Ap y Kx comparten una identidad de 82 %, 76 %, y 79 % 

respecto a Gd6PGD, la identidad con las secuencias de Vd, Oa, Tg, Tb, Ll, Gs, Sc y Kp se 

encuentra alrededor del 20 %.  

 La Figura 4.19 muestra la alineación de 12 secuencias de proteínas 6PGD 

pertenecientes a 4 bacterias ácido-acéticas y a 8 organismos diferentes. Destaca que, en 

general, en todas las secuencias, independientemente del número de residuos, están 

conservados los residuos de unión al sustrato y al cofactor. Además, es posible observar la 

diferencia en la longitud de la secuencia de la enzima de las bacterias ácido-acéticas 

respecto a las de otros organismos. 
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Figura 4.19 Alineado de las secuencias de amino ácidos de diversas 6PGDs. Se muestran las 
secuencias de aminoácidos de 6PGDs de G. diazotrophicus (Gd), A. Aceti (Aa), A. pasteurianus (Ap), 
K. xylinus (Kx), V. diazotrophicus (Vd), O. aries (Oa), T. grayi (Tg), T. brucei (Tb), L. lactis (Ll), G. 
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stearothermophilus (Gs), S. cerevisiae (Sc) y K. pneumoniae (Kp). Los residuos de unión a sustrato y 
al cofactor en el sitio activo, se muestran resaltadas con color amarillo. Los círculos indican los 
residuos de unión al cofactor NAD(P)+ y los diamantes, los residuos de unión al sustrato. Se muestra 
también la estructura secundaria de Gd6PGD de acuerdo con los dominios de unión a sustrato (rojo), 

dominio helicoidal (amarillo) y el dominio carboxilo terminal (azul). Las flechas indican las hojas  ( 

1 – 8) y los cilindros las hélices  (1- 13). Los números de acceso de la base de datos UniProt 
son: Gd, WP_012222546.1; Aa, A0A1U9KHR6; Ap, A0A1A0C5M2; Kx, A0A318PH64; Vd, 
A0A2J8G5Y6; Oa, P00349; Tg, XP_009309412.2; Tb, P31072; Ll, Q9CHU6; Gs, A0A087LGM2; Sc, 
P38720; Kp, P41576.  

 
 

4.2.6.1 Residuos de unión al cofactor NAD(P)+ 

En el análisis de la secuencia de Gd 6PGD (Figura 4.19) se observa la presencia del 

motivo Gly7-Leu8-Gly9-Arg10-Met11-Gly12 que corresponde a la huella digital para NAD+, 

Gly-X-Gly-X-X-Gly [137, 138]. Este motivo también se observa en todas las secuencias de 

bacterias ácido-acéticas. Por el contrario, las secuencias de otros organismos poseen el 

motivo Gly-X-Ala-X-X-Gly que corresponde a la huella digital para NADP+ [101, 138]. Otro 

motivo importante para la unión al cofactor es el de Asp30-Arg31-Asp32, conservado en 

todas las bacterias ácido-acéticas, pero que cambia a Asn-Arg-Thr en otros organismos. 

Algunos estudios ya han hablado de la importancia de esta Thr para la unión a NADP+ [105, 

139] y del Asp para la unión a NAD+ [138]. Esto es totalmente consistente con las actividades 

observadas para Gd6PGD frente a NAD+ y NADP+ (sección 4.2.4.2) y a los valores reportados 

de Km para diversas 6PGDs (Tabla 4.7). 

También son importantes los residuos Asn100, Ser126, Gly127 y Gly128 

conservados en todas las 6PGDs. Por otro lado, los residuos Thr35 y Pro73 muestran una 

significativa diferencia entre las secuencias de bacterias ácido-acéticas y las de otros 

organismos. Mientras que no hay consenso entre las bacterias ácido-acéticas para la Thr35, 

en las secuencias de otros organismos se encuentra una Lys. Por el contrario, la Pro73 está 

conservada en todas las bacterias ácido-acéticas pero en otros organismos encontramos 

una Lys o bien una Gly. 
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4.2.6.2 Residuos de unión al sustrato 6-fosfogluconato 

Al igual que para los residuos de unión al cofactor, existen reportes que han 

estudiado los residuos de unión al sustrato en las 6PGDs [94, 102]. Destaca principalmente 

el motivo Ser126-Gly127-Gly128 conservado en todas las secuencias estudiadas. Además, 

se ha propuesto la unión al sustrato por medio de puentes de hidrógeno a través de los 

residuos: Lys196, Asn200, Glu203, Tyr204, Ser276, Arg303, Arg 321 e His327. Todos estos 

residuos, excepto Ser276, están conservados en todas las secuencias. La Ser276, conservada 

en las bacterias ácido-acéticas, es reemplazada generalmente por una Lys en las secuencias 

de otros organismos.  

Además de los residuos mencionados anteriormente, se ha propuesto que los 

residuos Glu203 y Glu278 interactúan indirectamente con el sustrato por medio de puentes 

de hidrógeno con moléculas de agua del medio. Mientras que el Glu203 está conservado 

en todas las secuencias, el Glu278 sólo está conservado en las bacterias ácido-acéticas y 

difiere de una Thr conservada en los otros organismos.  

Las pocas diferencias encontradas en los residuos de unión al sustrato en las 

secuencias de las bacterias ácido-acéticas parecen ser suficientes para disminuir 

significativamente la afinidad de la enzima por el 6-fosfogluconato. Esto se puede ver en los 

altos valores de Km (Tabla 4.7) en comparación con los de otros organismos. 

 

4.2.7 Estructura tridimensional de la proteína Gd6PGD.  

Una vez purificada la proteína, se montaron pruebas de cristalización empleando una 

solución amortiguadora de citrato de sodio (citrato de sodio 0.1 M, isopropanol, 10 % v/v; 

PEG 4000, 10 % m/v; pH  5.6) de acuerdo con lo reportado en la parte experimental 3.9. 

Las pruebas de cristalización se llevaron a cabo por el método de gota sedente y de 

gota colgante utilizando una gota de 2L de solución amortiguadora para cristalizar y 2 L 

de una solución de proteína a diferentes concentraciones (22, 33 y 69 mg/mL). 



Resultados y discusión 

89 

 

Los mejores cristales (Figura 4.20) se sumergieron en una solución crioprotectora de 

sulfato de sodio saturado y difractaron a 1.9 Å (Tabla 4.8). Los cristales pertenecen al grupo 

espacial C121 y la dimensión de la celda unitaria encontrada fue de a = 91.76 Å, b = 82.10 Å 

y c =  81.83 Å con ángulos de  = 90.00 °  = 103.41 ° y  = 90.00°.   

 

 
Figura 4.20 Cristales de Gd6PGD obtenidos con una solución amortiguadora de citrato de sodio 
(citrato de sodio 0.1 M;  isopropanol, 10 % v/v; PEG 4000, 10 % m/v ; pH  5.6) empleados para la 
resolución de la estructura tridimensional de Gd 6PGD. 
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Tabla 4.8 Datos cristalográficos del cristal de Gd6PGD 

Código PDB 6VPB 

Estadísticas de la difraccióna  
Longitud de onda (Å)  1.54 

Grupo espacial  C121 
Dimensiones de la celda 
a, b, c (Å)   
α, β, γ (°) 

 
91.76, 82.10, 81.83 
90.00, 103.41, 90.00  

Intervalo de resolución (Å)  36.48-1.87 (1.97-1.87) 

Reflexiones únicas 48489 (2380) 

Totalidad (%)  99.23 (99.9) 
Multiplicidad  16.5 (8.2) 

I/σ(I) 51.6 (2.1) 
Rmerge  0.094 (1.156) 

Rmeas  0.097 (1.235) 

Rpim 0.023 (0.426) 
Factor-B de Wilson (Å2)  25.7 

CC1/2  0.95 (0.54) 
Estadísticas de refinamiento 

Rwork/Rfree 0.184/0.220 
Valor-B promedio (Å2) 30.0 
Átomos totales 5125 

Proteína 4755 

Ligantes (PEG)     11 
Agua   358 

Mg2+       1 

Enlaces-RMS (Å)  0.009 

Ángulos-RMS (◦)  0.995 

Ramachandran favorecidos/atípicos (%) 98.43/1.57 
a Se muestran en paréntesis los valores para la capa con más alta resolución. 
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 De acuerdo con la estructura tridimensional elucidada para Gd6PGD, la celda 

unitaria contiene ocho subunidades, o cuatro homodímeros (Figura 4.21).  

 

 

Figura 4.21 Celda unitaria de la estructura tridimensional de Gd6PGD. Podemos encontrar 4 
homodímeros por celda unitaria. 
 

 

Cada subunidad está formada por 3 dominios. El dominio I formado por los primeros 

188 residuos, adopta la estructura típica del dominio Rossman y constituye el sitio de unión 

al nucleótido. Consiste en 8 hojas  paralelas en el orden 3, 2, 1, 4, 5, 6, 7 y 8, 

rodeadas de siete hélices . El dominio II, o dominio helicoidal, está formado por los 

residuos 189 – 307. El núcleo del dominio II lo forma una hélice  grande (8) rodeada de 

cuatro hélices  más pequeñas (9 – 12). Finalmente, el dominio III está formado por los 

últimos 25 residuos (308-332) y consiste en una sola hélice alfa (Figura 4.22). 
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Figura 4.22 Estructura tridimensional del monómero de Gd6PGD mostrando el dominio I (amarillo), 
el dominio II (rojo) y el dominio III (azul). 
 

Es importante mencionar que la estructura de Gd6PGD es la primer estructura de 

una 6PGD de bacteria ácido acética. La estructura es un homodímero y cada monómero 

está formado por tres dominios, algo que también se ha observado en otras 6PGDs 

reportadas [100-106], aunque hay diferencias importantes como se discutirá más adelante.  

En Gd6PGD, la hélice  en el dominio III, hacia la región C-terminal, posee una 

secuencia (YAEKVLSAMRFGF) rica en residuos neutros e hidrofóbicos. Además, todos los 

residuos hidrofóbicos se encuentran orientados hacia el mismo lado de la hélice , lo que 

le confiere un cierto carácter anfipático a la hélice  del dominio III (Figura 4.23). 

Recientemente se ha observado que las hélices  con carácter anfipático pueden asociarse 

a las membranas (e incluso modificar su estructura) y que pueden variar mucho en tamaño 

y composición de residuos [140, 141].  
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Figura 4.23 Dominio III de Gd6PGD. A) Se muestra la hélice a con las cadenas laterales de los residuos 
de aminoácidos. Los átomos de carbono se muestran en color gris, los de oxígeno en color rojo, los 
de nitrógeno en color azul y los de azufre en color amarillo. B) Se muestra las cadenas laterales de 
los residuos de aminoácidos en rojo (residuos hidrofóbicos Y, A, V, L, M, R, F), amarillo (residuos 
polares neutros S) y azul (residuos polares con carga E, K, R). 

 

El dímero está formado por dos cadenas iguales (Figura 4.24 A) que se encuentran 

unidas principalmente por fuerzas de van der Waals entre las dos hélices 8 en el dominio 

helicoidal (Figura 4.24 B). 
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Figura 4.24 Dímero de Gd6PGD. A) estructura del homodímero con las subunidades A (amarillo) y B 

(rojo) B) interacción de las hélices 8 de la subunidad A (amarillo) y B (rojo). 
 

En el dominio II de la subunidad B, en la hélice 11, existe un sitio de unión para un 

ion Mg2+. Este catión está coordinado al oxígeno de la cadena principal de la Ser276, a una 

distancia de 2.2 Å, correspondiente a la distancia Mg2+-oxígeno en otras proteínas. Además, 

está coordinado a la cadena lateral de Tyr203, Asp275 y a los nitrógenos de la cadena 

principal de la Gly279 y Arg280. El sitio de unión al ion Mg2+ se muestra en la Figura 4.25. 
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Figura 4.25 Sitio de unión y esfera de coordinación del ion Mg2+ en la subunidad B de Gd6PGD. Se 
muestran en color magenta los átomos de carbono, los de oxígeno en color rojo, los de nitrógeno 
en color azul y el ión Mg2+ como esfera de color verde. 

 

En la posición equivalente en la subunidad A, se encuentra en lugar de un ion Mg2+, 

una molécula de agua unida por puentes de hidrógeno al Asp275 y a los nitrógenos de la 

cadena principal de Gly277, Gly279 y Arg280 como se muestra en la figura 4.26. Todas las 

distancias de enlace entre la molécula de agua y la proteína están en el intervalo de 3.0 – 

3.3 Å. Dada la diferencia encontrada en el mismo sitio en la subunidad A y en la subunidad 

B, no parece que la coordinación a Mg2+ sea un elemento estructural esencial en el 

monómero de Gd6PGD.  

 
Figura 4.26 sitio de unión de la molécula de H2O en la subunidad A de Gd6PGD. Se muestran los 
átomos de carbono en color amarillo, los de oxígeno en color rojo, los de nitrógeno en color azul y 
la molécula de agua como esfera de color rojo. 
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4.2.7.1 Estructura del sitio de unión a NAD(P)+ 

De acuerdo con el análisis de los residuos de aminoácidos que unen al cofactor 

(sección 4.2.6.1) y observando la estructura obtenida para Gd6PGD es posible identificar el 

sitio de unión para NAD(P)+. Como se espera, estos residuos se encuentran en el dominio I. 

Específicamente el motivo Gly7-Leu8-Gly9-Arg10-Met11-Gly12, propio de unión a NAD+, se 

encuentra en el giro entre 1-1. El motivo Asp30-Arg31-Asp32 se localiza en el giro 2-2. 

Finalmente, en el giro 6 – 7 se pueden encontrar los residuos Ser126, Gly127 y Gly128.  

La estructura de la 6PGD de Ovis aries se ha reportado en presencia del cofactor 

NADP+ con clave PDB 1PGO [100]. El comparar esta estructura con la de Gd6PGD (Figura 

4.27) nos permite identificar los residuos de unión al cofactor NAD+ en esta última.  

 

 

Figura 4.27 Sitio de unión al cofactor NAD(P)+ de las proteínas Gd6PGD (amarillo) y Oa6PGD (gris, 
PDB 1PGO [100]). El NADP+ de la estructura de Oa se muestra en verde y las moléculas de agua se 
muestran como esferas. Se muestran los átomos de oxígeno en color rojo, los de nitrógeno en color 
azul y los de fósforo en color naranja. 
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Como se observa en la Figura 4.27, ambas estructuras son muy parecidas y resaltan 

los residuos Asp30, Arg31 y Asp32 en Gd6PGD que han sido sustituidos por Asn32, Arg33 y 

Thr34 en Oa6PGD. En particular, Thr34 en Oa6PGD interactúa con el grupo fosfato del 

NADP+. Por el contrario, el Asp32 en Gd6PGD, confiere una carga negativa que puede 

formar un puente de hidrógeno con el grupo 2’-hidroxilo de la adenina ribosa del NAD+ 

(Figura 4.28) mientras que podría repeler al fosfato en el NADP+. Esta interacción del Asp32 

en Gd6PGD explica la mayor afinidad por NAD+ con respecto a NADP+ ya deducida de 

antemano a partir de los valores de Km para ambos cofactores (Tabla 4.7)  

 
Figura 4.28 Interacción propuesta entre la proteína Gd6PGD y el cofactor NAD+. Se muestran los 
residuos de aminoácidos en color azul y el cofactor en color rojo. Las interacciones de puentes de 
hidrógeno se muestran como líneas punteadas de color verde. 
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4.2.7.2 Estructura del sitio de unión al sustrato 6-fosfogluconato 

Al observar la estructura de Gd6PGD y considerando los residuos de unión al 

sustrato discutidos anteriormente (Sección 4.2.6.2) se puede identificar el sitio de unión al 

sustrato entre el dominio I y el dominio II. En el giro 6 – 7 se pueden encontrar los 

residuos Ser126, Gly127 y Gly128. En la hélice 8 los residuos Lys196, Asn200, Glu203 y 

Tyr204. Y los residuos Ser276 en el giro 10-11 y Ar303 en 12. 

Se ha reportado la estructura de la 6PGD de Lactococcus lacti en presencia del 

sustrato 6-fosfogluconato con clave PDB 2IYO [102]. Al sobreponer esta estructura con la 

de Gd6PGD (Figura 4.29) podemos observar los residuos de unión al sustrato. 

 

 
 

Figura 4.29 Sitio de unión al sustrato, 6-fosfogluconato, de las proteínas Gd6PGD (amarillo) y Ll6PGD 
(gris, PDB 2IYO [102]). El 6-fosfogluconato de la estructura de Ll se muestra en verde y las moléculas 
de agua se muestran como esferas. Se muestran los átomos de oxígeno en color rojo, los de 
nitrógeno en color azul y los de fósforo en color naranja. 

Como se observa en la Figura 4.29, ambas estructuras son muy parecidas y como 

se mencionó anteriormente, los residuos de unión al sustrato están, en general, bastante 

conservados en todas las 6PGDs. Con base en el análisis de las secuencias y la comparación 
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de la estructura del sitio activo se puede proponer el modo de unión del 6-fosfogluconato 

en la enzima Gd6PGD (Figura 4.30). 

 

 
 

Figura 4.30 Interacción propuesta entre la proteína Gd6PGD y el sustrato 6-fosfogluconato. Se 
muestran los residuos de aminoácidos en color azul y el sustrato en color rojo. Las interacciones de 
puentes de hidrógeno se muestran como líneas punteadas de color verde. 

 

4.2.8 Comparación de la estructura de Gd6PGD con otras proteínas 

4.2.8.1 Estructura de diversas 6PGDs reportadas previamente 

Existen en la base de datos del PDB 35 estructuras reportadas para 6PGDs de 

distintos organismos. Entre las proteínas más estudiadas se encuentran la de Trypanosoma 

brucei (Tb) ( PDB 1PGJ) [101], Lactococcus lactis (Ll) (PDB 2IYO) [102], Geobacillus 

stearothermophilus (Gs) (PDB 2W8Z) [104], Ovis aries (Oa) (PDB 1PGO) [100] y Homo 
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sapiens (Hs) (PDB 4GWG) [106]. Todas las estructuras reportadas anteriormente poseen 

una estructura similar y de hecho, es posible sobreponerlas con valores de RMSD entre 0.72 

y 0.82 Å.  

Al igual que la Gd6PGD, la estructura general para las 6PGDs consiste en tres 

dominios. Un dominio I de unión a nucleótido con siete hélices  rodeando siete u ocho 

hojas . El dominio helicoidal está formado por dos hélices  grandes rodeadas de 9 hélices 

 más pequeñas. El dominio III está formado por una única pequeña hélice  (Figura 4.31).  

 

 
Figura 4.31 Sobreposición de las estructuras de 6PGD de Trypanosoma brucei (Tb) (PDB 1PGJ) 
[101], Lactococcus lactis (Ll) (PDB 2IYO) [102], Geobacillus stearothermophilus (Gs) (PDB 
2W8Z) [104], Ovis aries (Oa) (PDB 1PGO) [100] y Homo sapiens (Hs) (PDB 4GWG [106]. La 
desviación RMSD para la sobreposición de las estructuras está entre 0.72 y 0.82 Å. Se muestra el 
dominio I (amarillo), dominio II (rojo) y dominio III (azul). 
 

 

4.2.8.2 Comparación estructural entre Gd6PGD y Oa6PGD 

Al comparar las estructuras presentadas en la Figura 4.31 con la estructura de la 

Gd6PGD (Figura 4.22) resulta evidente que el dominio helicoidal es más pequeño en la 

Gd6PGD. Mientras que en Gd6PGD consiste en una hélice  grande rodeada de 4 hélices  
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más pequeñas, en las otras estructuras consiste en dos hélices  grandes rodeadas de 9 

hélices  más pequeñas. Lo anterior se debe a que, como se comentó en la sección 4.2.6, la 

secuencia de las bacterias ácido-acéticas es más corta que las de otros organismos en 

aproximadamente 150 residuos. De hecho, ya se había reportado anteriormente [142] que 

existía una repetición del dominio II en Oa6PGD como se puede observar en los diagramas 

topológicos de la Figura 4.32. Estructuralmente, en Oa6PGD las hélices 8 – 12 se pueden 

superponer a las hélices 14 – 18 en un 83%. 

 
 

Figura 4.32 Diagramas topológicos para las proteínas A) Gd6PGD y B) Oa6PGD. Se muestran la 

estructura secundaria de las proteínas, las hélices  como círculos rojos, las hojas  como triángulos 
amarillos y los giros como líneas verdes. Se puede observar la repetición del dominio II en Oa6PGD 

(hélices 8 – 18). 

 

Las estructuras de la Gd6PGD y de la Oa6PGD se sobreponen muy bien en el 

dominio I y en la mitad del dominio II (con una desviación RMSD de 1.08 Å) (Figura 4.33). 
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Sin embargo, al ser el dominio II más corto en Gd6PGD, los dominios III quedan orientados 

hacia lados opuestos. 

 

 
Figura 4.33 Sobreposición de las estructuras de Gd6PGD (amarillo) y Oa6PGD (gris). A) se puede 
apreciar la sobreposición del dominio I en ambas estructuras. B) Al girar 90 ° a la izquierda, se 
observa la sobreposición únicamente en la mitad del dominio II. Como consecuencia, los dominios 
III quedan orientados hacia lados opuestos. 

 

4.2.8.3 Comparación de los dímeros de Gd6PGD y Gs6PGD 

Todavía más importante resulta el comparar los dímeros de estructuras 

previamente reportadas (Gs6PGD) con el dímero de Gd6PGD (Figura 4.34). En el caso de 

Gs6PGD, el dominio III de cada una de las subunidades se inserta en el dominio helicoidal 

de la otra subunidad. Por el contrario, dado que en Gd6PGD el dominio III está orientado 

hacia el lado opuesto, en el dímero quedan las hélices  en los dominios III expuestos al 

medio como se mencionó anteriormente (sección 4.2.7).  
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Figura 4.34 Comparación de los dímeros de A) Gd6PGD y B) Gs6PGD. Se puede observar que en el 

caso de Gd6PGD las hélices  de los dominios III quedan expuestas a diferencia de lo que ocurre en 
Gs6PGD. 

 

La exposición de los dominios III en Gd6PGD, con residuos neutros e hidrofóbicos 

que le confieren un carácter anfipático, podría permitir su asociación a la membrana. Al 

comparar los dímeros de la Figura 4.34 es claro que en las estructuras reportadas 

anteriormente esta asociación no sería posible, lo que explica que no haya reportes 

anteriores de 6PGDs asociadas a la membrana. Dado que esta característica de la secuencia 

más corta se observa en todas las secuencias de las bacterias ácido-acéticas, cabría 

preguntarse si todas ellas tienen la misma propiedad de asociarse a la membrana. Por otro 

lado, sería conveniente la preparación de una mutante de Gd6PGD sin el dominio III que 

permitiera confirmar que la asociación a la membrana se da de la manera propuesta. 

 

4.2.9 Papel biológico de Gd6PGD 

Ga. diazotrophicus como la mayoría de las bacterias ácido-acéticas usa la vía de las 

pentosas fosfatadas como la ruta principal para el catabolismo del carbono y obtención de 

energía [86-91]. Por ello, Gd6PGD es una enzima clave en el metabolismo interno que se 

lleva a cabo en el citoplasma de la bacteria y el hecho de que pudiera asociarse a la 
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membrana le permitiría una difusión más rápida del NADH a la NDH debido a la proximidad 

de ambas proteínas. En la célula, tanto la respiración citoplásmica (por medio de la NDH) 

como la fermentación oxidante (por medio de las deshidrogenasas de membrana como 

GdADH-III) compiten por ceder sus electrones a la ubiquinol oxidasa por medio de la 

ubiquinona [22, 115]. Ambos procesos ocurren en distintos momentos del cultivo de la 

bacteria [22] y no es del claro el mecanismo por el cual se regula la actividad de la 

fermentación oxidante [115]. En Ga. diazotrophicus la asociación de Gd6PGD a la 

membrana podría actuar como sensor de la actividad del metabolismo interno ayudando 

así a la regulación de la fermentación oxidante (Figura 4.35). 

 
Figura 4.35 Relación entre el metabolismo interno de azúcares (Gd6PGD) y externo de alcoholes 
(GdADH-III) en Ga. diazotrophicus. GdADH-III participa en la fermentación oxidante y se encuentra 
acoplada a la cadena respiratoria para proveer de energía a la bacteria. En el citoplasma, la proteína 
Gd6PGD participa en la vía de las pentosas fosfatadas siendo esencial para el metabolismo interno 
de la bacteria. El NADH difunde hasta la NADH-deshidrogenasa (NDH) que cede sus electrones a la 
ubiquinona (UQ) y posteriormente a las ubiquinol oxidasa (UOX). La asociación de Gd6PGD a la 
membrana le permite una rápida difusión del NADH a la NDH debido a la proximidad de ambas 
proteínas, pudiendo actuar como sensor de la actividad del metabolismo interno de la bacteria. 
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4.2.10 Análisis filogenético de la 6-fosfogluconato deshidrogenasa 

Con la intención de comprender mejor las diferencias encontradas entre las 6PGDs, 

se decidió llevar a cabo un análisis filogenético para dichas proteínas. Se analizaron un total 

de 150 secuencias de aminoácidos, no redundantes, obtenidas de las bases de datos 

UniProt [127] y GeneBank [128]. De las especies estudiadas hay 91 bacterias, 2 arqueas, 8 

hongos, 14 protozoarios, 11 plantas y 24 animales.  

Las secuencias se clasificaron de acuerdo con la longitud de la secuencia (Figura 

4.36) encontrando dos grupos principales. Un grupo de proteínas de entre 290 y 350 

residuos de amino ácidos, al cual se le llamó de “cadena corta”, y otro grupo de proteínas 

de entre 450 y 500 residuos al que se le llamó de “cadena larga”. 
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Figura 4.36 Distribución de las secuencias estudiadas de acuerdo con el número de residuos de 
amino ácidos de la secuencia. Existe un grupo de secuencias de “cadena corta” de entre 290 y 350 
residuos (rojo) y un grupo de secuencias de “cadena larga” de entre 450 y 500 residuos (azul). 
 

Las 150 secuencias fueron alineadas por medio del programa MUSCLE [129, 130] y 

posteriormente se realizaron varios análisis filogenéticos con el programa MEGA 10.1.6 

[131]. Se emplearon métodos basados en distancia (pares de grupos no ponderados usando 

la media aritmética, UPGMA; vecino más cercano, NJ y mínima evolución, ME) y métodos 
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basados en caracteres (máxima parsimonia, MP y máxima verosimilitud, ML). Se utilizó un 

valor de confianza de Bootstrap de 500 réplicas en todos los casos. Una lista de las 

secuencias utilizadas en el análisis filogenético se puede encontrar en el Apéndice C. 

Al analizar las secuencias de 150 6PGDs, lo primero que resalta es que existan 

proteínas de “cadena corta” y de “cadena larga” como se observa en la Figura 4.36. El 

análisis filogenético muestra que, de hecho, existen dos subfamilias de las 6PGDs (Figura 

4.37). Aunque ya se había reportado la existencia de deshidrogenasas de cadena corta y de 

cadena larga (específicamente para la glucoa-6-fosfato deshidrogenasa [143]), nunca se 

había mencionado la existencia de una subfamilia de enzimas de cadena corta para las 

6PGDs.  

En la Figura 4.37 se muestra el árbol filogenético obtenido por el método de 

máxima parsimonia. En dicho árbol es posible observar dos ramas bien diferenciadas, 

mostradas en rojo y azul en la Figura 4.37, que corresponden a los grupos de proteínas de 

cadena corta y cadena larga respectivamente. Esto nos indica que cada grupo estaría 

formando una subfamilia dentro de las 6-fosfogluconato deshidrogenasas.  

En cuanto a la distribución de las diferentes especies, podemos encontrar arqueas 

y bacterias en ambas subfamilias. Sin embargo, los eucariontes se encuentran únicamente 

dentro de la subfamilia de las 6PGDs de cadena larga. 
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Figura 4.37 Árbol filogenético construido para las secuencias de 6PGDs. Las ramas azules indican la 
subfamilia de proteínas de cadena larga y las ramas rojas la subfamilia de las proteínas de cadena 
corta. Las especies que representa cada nodo están indicadas junto con la longitud de la secuencia. 
Los asteriscos indican las proteínas cuya estructura tridimensional se conoce.  
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4.2.10.1 Unión a los cofactores NAD+ y NADP+ en las subfamilias de 6PGDs 

Al analizar las secuencias para cada una de las subfamilias de 6PGDs se puede 

observar que, en las proteínas de cadena corta (Figura 4.38), el motivo Gly-X-Gly-X-X-Gly 

está conservado. Como se ha discutido anteriormente, éste corresponde a la huella digital 

de unión para el NAD+. Además, entre los residuos de unión a nucleótido, el Asp en el motivo 

Asp-Arg-X está conservado en el 75 % de las secuencias. De acuerdo con lo discutido en la 

sección 4.2.7.1, este Asp promueve la interacción con el grupo 2’-hidroxilo de la adenina 

ribosa del NAD+. Todo esto indica que la subfamilia de 6PGDs de cadena corta son enzimas 

dependientes de NAD+.  

 
Figura 4.38 Secuencias LOGO de las proteínas de cadena corta donde se observa de la conservación 
de las secuencias en los residuos de unión al cofactor NAD+. Se muestra el número de residuos 
correspondientes a Gd6PGD. La altura del símbolo representa la frecuencia de dicho aminoácido en 
esa posición. Secuencia generada con ayuda de WebLogo (https://weblogo.berkeley.edu/) 

 

Por el contrario, en las proteínas de cadena larga (Figura 4.39), el motivo Gly-X-

Ala/Gly-X-X-Gly está conservado en la huella digital para unión a nucleótido. Además, el 

motivo Asn-Arg-X, está conservado en el 85 % de las secuencias. En contraste con la 

secuencia en las proteínas de cadena corta, en estos residuos no existe una carga negativa 

por lo que no habría repulsión con el grupo fosfato del NADP+. Esto sugiere que la mayoría 

de las proteínas de la subfamilia de 6PGDs de cadena larga son dependientes de NADP+.  

 

 

https://weblogo.berkeley.edu/
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Figura 4.39 Secuencias LOGO de las proteínas de cadena larga donde se observa de la conservación 
de las secuencias en los residuos de unión al cofactor NADP+. Se muestra el número de residuos 
correspondientes a Gd6PGD. La altura del símbolo representa la frecuencia de dicho aminoácido en 
esa posición. Secuencia generada con ayuda de WebLogo (https://weblogo.berkeley.edu/) 
 

Lo anterior es consistente con los valores de Km mostrados en la Tabla 4.7. Las 

proteínas de cadena corta (Ga. diazotrophicus, G. suboxydans y H. volcanii) tienen valores 

mucho más pequeños para NAD+ que para NADP+, lo que indica su mayor afinidad. Por el 

contrario, en las proteínas de cadena larga, los valores de NADP+ tienden a ser pequeños y 

en general se reporta que no presentan actividad frente a NAD+. 

  

 

 

https://weblogo.berkeley.edu/
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5. Conclusiones  

Se cristalizó la proteína GdADH-III. Para que la proteína pueda cristalizar es 

importante que todos los cofactores se encuentren completamente reducidos. En 

particular, la oxidación parcial de cI y cII1 impide que la proteína cristalice. 

El NO es capaz de oxidar parcialmente a GdADH-III formando tres aductos Fe(III)-NO 

y un aducto Fe(II)-NO que ha sido estudiado por EPR. Esto contrasta con otras proteínas 

donde el NO únicamente forma aductos con los grupos hemo sin oxidarlos. 

El estudio de la proteína oxidada confirma la presencia de un grupo hemo con hierro 

de alto espín y confirma la estabilidad del estado reducido del PQQ y del cúmulo [2Fe-2S]. 

La bacteria Ga. diazotrophicus es capaz de crecer en ausencia de Ca2+ y en presencia 

de lantánidos, específicamente La3+ y Ce4+, sin perder la actividad de ADH. Esto parece 

indicar que la bacteria tiene un mecanismo molecular de reconocimiento de iones 

lantánidos y que la GdADH-III podría incorporar dichos iones en sustitución al Ca2+. 

La Gd6PGD se puede aislar y purificar tanto de la fracción soluble como de la fracción 

membranal. Los estudios cinéticos muestran que la proteína en ambas fracciones es la 

misma y que existe una inhibición por el Tritón X-100 de tipo acompetitiva. Además, hay 

una preferencia por el NAD+ aunque también es activa con NADP+. Esto se confirmó con el 

análisis bioinformático y comparación de secuencias de varias 6PGDs. 

La estructura de Gd6PGD a una resolución de 1.9 Å es la primera de una 6PGD de 

bacterias ácido acéticas. La estructura es un homodímero de 70 kDa y cada subunidad 

consiste en tres dominios.  

En el dímero de Gd6PGD las hélices  de los dominios III, con carácter anfipático, 

quedan expuestas lo que podría explicar su asociación a la membrana. Esta particularidad 

en la estructura de Gd6PGD resulta de la secuencia de aminoácidos más corta en 

comparación con otras 6PGDs. 
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Además de su importancia para el metabolismo interno de la bacteria, la asociación 

a la membrana de Gd6PGD, permitiría una rápida transferencia del NADH a la NDH debido 

a su proximidad. Lo que le permitiría actuar como sensor del metabolismo interno 

ayudando a la regulación de la fermentación oxidante. 

Gd6PGD pertenece a una nueva subfamilia de 6PGDs de cadena corta, dependientes 

de NAD+ como lo demuestra el análisis filogenético.  
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