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Introduccidn. Las alcohol deshidrogenasas (ADHs) son
enzimas capaces de catalizar la interconversion de
alcoholes a sus correspondientes aldehldos y cetonas
utilizando diferentes cofactores’. Thermoplasma
acidophilum es un microorganismo termo-acidofilico que
pertenece al reino arquea y su genoma contiene dos
marcos de lectura (ORFs) que codifican alcohol
deshidrogenasas (ADHs): Ta0841 y Ta1316 (no. de
acceso NCBI: NP344301 y CAC12437) El objetivo de
este ftrabajo fue llevar a cabo la expresién vy
caracterizacion bioquimica y funcional de ambas
proteinas con fines biotecnoldgicos.

Metodologia. Los genes Ta0841 y Ta1316 se clonaron
en el plasmido de expresion pET28a(+) para adicionar
hexa-histidinas en la porcion C-terminal. Las clonas
seleccionadas se confirmaron por secuenciacion de
ADN. Ambos genes se expresaron y purificaron por
afinidad con resina de Niquel y se llevaron a cabo los
ensayos de actividad oxidativa en presencia de alcoholes
primarios y secundarios en la reaccion de reduccion de
NAD+ a NADH+. La actividad enzimatica se confirmé
ademas por zimogramas. Se determiné por ultimo el
estado de oligomerizacion por electroforesis nativa.

Resultados y discusion. El analisis de las secuencias in
silico de las ADHs mostré diferencias claves entre ambos
genes de T. acidophilum; no se encontré un consenso en
los sitios cataliticos y estructurales de unién a Zinc de la
proteina Ta0841 en comparaciéon con las ADH candnicas.
De tal manera en este estudio solamente la ADH Ta1316
presentd actividad en la reaccidon oxidativa en un rango
de pH 2-8 (6ptimo 5.0) y a temperaturas desde 25° a
90°C (o6ptimo 75°C). Esta alcohol deshidrogenasa
cataliza la oxidacién de distintos alcoholes tales como
etanol, metanol, 2-propanol, butanol y pentanol durante la
reduccion del cofactor NAD+ (Cuadro 1).

Conclusiones. La ADH Ta1316 cataliza la oxidacién de
distintos alcoholes durante la reduccién del su cofactor
NAD+. La maxima actividad se encontré en presencia de
etanol produciendo acetaldehido 6pticamente puro. La
actividad enzimatica de Ta1316 purificada en presencia
de etanol como sustrato en las condiciones 6ptimas fue

de 628.7 U/mg. Los resultados de estos experimentos
estan reportados en el Cuadro comparativo 2. La
ausencia de actividad de la enzima Ta0841 puede ser
explicada por los cambios puntuales en los residuos de
aminoacidos®.

Cuadro 1. Especificidad de sustrato de la ADH Ta1316

Sustrato Actividad relativa (%)
Etanol 100
2-propanol* 735
1-butanol 67.7
Metanol 49.9
1-pentanol 191
1-hexanol 15.3
2-pentanol® 57

*Alcoholes secundarios

Cuadro 2. Caracteristicas bioquimicas de distintas ADHs

Actividad K Vimax
. . d od Estado
Microorganismo especmca pH T°C . .
4 Oligomérico
Umg™ mM mMs
Ta 1316% 628.7 5.0 75 5.7 4.3x10" | Tetramero
P. torridus® 225 8.0 83 0.056 ND Dodecamero
S. solfataricus® 10.1 10.0 78 0.260 ND Tetramero
S. sp (RC3)° 2.88 10.0 78 0.0172 ND Tetramero
N. pharaonis® ND 9.0 70 1.3 2.7x10° ND
R. erythropolis® 846 6.0 50 ND ND ND
Z. mobilis ADHI” 93 9.5 37 4.8 ND ND
Z. mobilis ADHIIP 470 6.5 37 1.3 ND ND
Higado caballo® ND 6.1 37 118 ND Dimero
aArquea; PBacteria; “Eucariote; “Condiciones 6ptimas, ND, No determinado
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