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Introduccion. En México, el 65% del consumo de
plaguicidas se aplica en la agricultura; €l otro 35% se emplea
en ganaderia, control de enfermedades y de plagas
domésticas. Cada afio, 5 millones de personas en el mundo
se intoxican por accion de los plaguicidas, de las cuales,
40,000 fallecen. La presencia de plaguicidas en el ambiente,
favorece el desarrollo de microorganismos capaces de
utilizarlos como nutrientes, a partir de sistemas enziméticos.
Por lo tanto es importante entender en detalle, los
mecanismos de biodegradacién de los plaguicidas utilizados
por bacterias; para reducir los contaminantes a niveles
ambientalmente aceptables (1). Bajo este contexto, a partir
de Pseudomonas diminuta y de Flavobacterium ATCC
27551 se aisl6 la enzima fosfotriesterasa, cuyas condiciones
de actividad catalitica se obtuvieron con paration metilico
(2). Sin embargo, se ha comprobado que esta enzima no es
capaz de hidrolizar otros plaguicidas organofosforados como
es el caso del tetraclorvinfos (3).

El objetivo de este trabajo es evaluar la actividad catalitica
de extractos proteicos crudos de Pseudomonas citronellolis
sobre tetraclorvinfos (TCF).

Metodologia. A partir del cultivo de P. citronellolis ,
previamente aislada del suelo, se realizaron cinéticas de
crecimiento en caldo de soya tripticaseina (TS) y medio
mineral (MM), con TCF a 20 mg/L. Se obtuvieron y
cuantificaron los extractos proteicos crudos (EP), intracelular
(Intra) y de sedimento celular (Scel) de acuerdo con la
metodologia citada en (1). Subsecuentemente se realiz6 el
andlisis de actividad enzimatica considerando un tiempo de
reaccién de 5 minutos. La mezcla de reaccion consistié en
TCF (20 mg/L), buffer NaHPO, 20 mM pH 7.2 y € extracto
proteico respectivo. La actividad enzimética se midié a
través de cromatografia de gases acoplado a espectrometria
de masas.

Resultados y discusion. EIl ANOVA factoria realizado en la
cuantificacién de proteina de los EP, percibié diferencias
altamente significativas para todas las variables: medio de
cultivo (Fmed; 1, 31 = 21.17), extracto proteico (Fext: 1, 31 =
22.57) y presencia de plaguicida (Fpp; 1,31 = 4.96); P < 0.05).
El extracto Scel presentd mayor concentracion de proteina.
No se presentaron diferencias significativas (ANOVA) en la
actividad enzimética, para ninguno de las variables; medio
de cultivo (Fmeg; 1, 21 = 0.113), extracto proteico (Fext: 1, 21 =
2.902), presencia de plaguicida (Fpp: 1,211 = 0.130) P > 0.05.
Sin embargo, se observé que el extracto proteico intracelular
mostré unamayor actividad enzimética (Figura 1).
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Figura. 1. Comparacion de la actividad enziméatica de |os extractos
proteicos de P. citronellolis. PP: presencia de TCF, SP: sin
presencia, ST y MM los medios de cultivo.

Asi mismo se apreci6 que en extractos proteicos
provenientes de cultivos con TCF, seincrementalaactividad
enzimética, lo que sugiere que el plaguicida favorece el
incremento en la actividad catalitica. El andlisis por
espectrometria de masas reporto la presencia de un producto
de la actividad enzimética llevada a cabo por P. citronellolis,
lo que sugiere un mecanismo de hidrdlisis (Figura 2.).
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Figura 2. Andlisis del metabolito encontrado por espectrometria de
masas. En a) el sustrato original (TCF) yenb) 2,4,5tricloro
fenacil cloruro
Conclusién. B extracto proteico intracelular, presentd una
mayor actividad enzimatica respecto a sedimento celular. Se
sugiere gue los extractos proteicos crudos de P. citronellolis

[levan a cabo un mecanismo de hidrdlisis del tetraclorvinfos.
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