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Introduccion. En la naturaleza existen muchos m.o. que
biodegradan compuestos contaminantes (1) entre estos,
los hidrocarburos aromaticos policiclicos que tienen
propidades téxicas y carcinogénicas (2), son de los mas
persistentes (3). Las reacciones iniciales de la
degradacion incluyen la actividad de las dihidrodiol
deshidrogenasas las cuales catalizan el segundo paso de
la ruta (4). Existen escasos reportes en la literatura
acerca de estudios sistematicos de las dihidrodiol
deshidrogenasas (DDH) flngicas y particularmente
ninguno en mucorales, asi como tampoco existen
reportes acerca de la deteccién de éstas enzimas por
medio de zimogramas electroforéticos.

En el presente trabajo, se describe la deteccién de
electromorfos con actividad de di-hidrodiol-
deshidrogenasa, utilizando trans di-hidro-dihidroxi-
naftalendiol como sustrato enziméatico y NADP® como
aceptor de electrones para el revelado de la actividad
enzimética, cuando el microorganismo fue crecido en
diferentes hidrocarburos aromaticos como Unica fuente
de carbono y energia.

Metodologia. Microorganismo de Estudio. Hongo
filamentoso aislado de suelo contaminado con residuos
de petréleo, de los alrededores de la refineria de
Salamanca, Gto.,, denominado YR-1, clasificado
molecularmente como Mucor circinelloides.

Medios de Cultivo. YPG: Extracto de levadura 0.3%;
peptona 1%; glucosa 2%; H,O cbp 1 It; pH 4.5 (5). Este
mismo medio adicionado de agar (1.5%) fue utilizado
como medio de almacenamiento. MMSP: Medio minimo
de sales (modificacion del medio minimo de Lee: KH,PO,
2.5 g; MgSO0O, 0.2 g; (NH4),SO, 5 g; NaCl 5 g; peptona de
caseina al 0.1%; H,O cbp 1 I. El medio para crecimiento,
fue complementado con diferentes fuentes de carbono:
Glucosa (BIOXON), naftaleno, fenantreno antraceno y
pireno (SIGMA-ALDRICH).

Zimogramas de la actividad de Dihidro-diol-
deshidrogenasa. No existen reportes acerca de la
deteccion de Dihidro-diol-deshidrogenasas en geles. Los
posibles electromorfos con actividad de dihidro-diol-
deshidrogenasa, se detectaron por medio de variaciones
realizadas al método descrito por Nikolova y col. (6),
descritas por Durén y col. (7)

Resultados. En los zimogramas (figura 1) podemos
observar un patrén de bandeo en los incisos c) y d) que
nos sugiere la existencia de proteinas con actividad DDH,

a pH 10 y 12, sin embargo, es necesario tener datos
cuantitativos de dicha actividad, para ello, se realizé un
analisis espectrofotométrico a 340nm (cinética) a
diferentes condiciones como se muestra en la Tabla 1.
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Fig. 1. Zimogramas, A) Extracto Naftaleno, buffer Citrato pH=5.0; B)
Extracto Naftaleno, buffer Tris-HCI pH=7.0; C) Extracto Naftaleno, buffer
Tris-HCI pH=10; D) Extracto Fenantreno, buffer Tris pH=12.2.

Tabla 1. Deteccion de la actividad especifica en extracto de fenantreno
de la trans di-hidro-dihidroxi-naftalendiol, en diferentes buffers y
condiciones de pH.

Buffer Concentracion de Actividad especifica

sustrato U = pmoles/mg
Trans-Naftalendiol proteina/min.
Tris-HCI pH=10 100 uM 3.131x10™"
20 uM 4.835X10™
Tris pH= 12.2 100 puM 4.934X10™
20 uM 2.338X10™
KCI/NaOH pH= 13 100 pM 1.084X10°°
20 uM 7.925X10™"

Conclusiones. En la presente investigacion, se logré
establecer que en la cepa YR-1 de Mucor circinelloides
existen 3 bandas de proteina (1 en extracto de Naftaleno
y 2 en extracto de Fenantreno) con actividad de DDH. Asi
como también condiciones como el tipo de buffer, pH y
concentracién de sustrato que afectan la deteccién de la
actividad de la DDH.
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