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RESUMEN 

En este trabajo se presentan los resultados de la producción de dos 

oxigenasas, la naftaleno dioxigenasa (NDO) y la xileno monooxigenasa 
(XO), en Escherichia coli. Debido a que las oxigenasas juegan un 
papel importante en la degradación de compuestos carbonados complejos 

y actualmente algunas de éstas han sido propuestas en procesos de 
bioconversión nos propusimos estudiar algunos aspectos de su 
funcionamiento. 

En nuestro laboratorio hemos trabajado con la expresión de los genes 
estructurales de las enzimas NDO y xo. Estos genes han sido clonados 
en plásmidos bajo distintos promotores. Para estudiar la actividad de 

estas enzimas aprovechamos la capacidad de E. coli para producir 

índigo, un colorante azul, cuando estas enzimas están presentes. 

se determinó que el promotor izquierdo del fago lambda permite una 

mejor producción de índigo cuando se tienen los genes estructurales 
de NDO bajo este promotor mientras que la enzima xo presenta una 
mejor producción de índigo cuando esta bajo el promotor de lactosa. 

Basados en el empleo de un bloqueador de cadena respiratoria y de 
una cepas mutantes en el citocromo d , establecimos que la actividad 
de ambas oxigenasas pudiera estar limitada por el NADH intracelular'. 



I.- INTRODUCCION 

Pseudomonas es capaz de emplear como fuente de carbono y energía a 

compuestos aromáticos y alifáticos complejos, debido a la presencia 

de vías catabólicas específicas para estos compuestos. Las enzimas de 

estas vías estan codificadas muchas veces en plásmidos (3). En 

general, la degradación de compuestos aromáticos y alifáticos 

involucra la hidroxilación, la formación de compuestos intermediarios 

como catecol y protocatecuato, y finalmente intermediarios del ciclo 

de. Krebs. En la etapa de hidroxilación Pseudomonas emplea las 

oxigenasas para iniciar la degradación. 

Entre los ejemplos de la aplicación de las oxigenasas en procesos 

industriales para la producción de compuestos de interés comercial, 

están el empleo de la tolueno dioxigenasa que se emplea en la 

bioconversión del benzeno a cis-benzeno dihidrodiol. La acetilación 

del dihidrodiol, seguida por una polimerización por radicales libres, 

produce un polímero soluble de alto peso molecular, el cual se 

convierte por calor a polifenileno (figura 1). Este último es un 

polímero de interés comercial con propiedades que pueden encontrar 

aplicación en el campo de los semiconductores. El cis-benzeno 

dihidi:-odiol ha sido también empleado como precursor en la síntesis de 

(±)-pinitol. La enzima tolueno dioxigenasa oxida el tolueno a sólo 

una forma enantiomérica, el cis-tolueno dihidrodiol. Hudlicky et 

al. (8), han demostrado que el dihidrodiol puede servir como un 

intermediario quiral muy versátil en la producción de sintones de 

prostaglandina, terpeno, y óxido de ciclohexeno. 

PRODUCCION DE INDIGO POR BIOCONVERSION. 

Otra de las aplicaciones de las oxigenasas es en la producción de 

índigo, un colorante normalmente producido por vía química o a partir 

de plantas del género Indigofera, y que se emplea para teñir la 

mezclilla. La producción de índigo se ha reportado para células de E. 

coli y Rhodococcus cuando éstas tienen los genes de algunas 

oxigenasas. El proceso ha sido patentado por compañías 

norteamericanas y emplea a la naftaleno dioxigenasa (5, 19). 
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Para la producción del índigo por bioconversión, se emplean células 
de E. coli recombinantes cori ios genes.deoxigenasas. El proceso de 

producción del índigo se puede lle~';lr a cabo por la naftaleno 
dioxigenasa (NDO) o por la xileno:;mono'oxigenasa (XO). 

La ruta propuesta para la formaciÓI1;dé ,Índigo en células de E. coli 
con los genes de NDO o xo a pa~ti/~~;·,,iria;;i ·o triptofano se muestra 

en la figura 2 (1, 6, 14, 20, 22'(;_ii{.fhd61 y/o el triptofano se 

transportan al interior de la célula:p~r.t:I'ansportadores específicos. 
El triptofano que se produce intracelulai-mente también puede ser 
incorporado a la reacción que catalizan ias oxigenasas, una vez que 
el triptofano ha sido convertido a indol y piruvato por la 
triptofanasa que posee E. coli (22, 24). La reacción catalizada por 

las oxigenasas es posible que se lleve a cabo en la membrana interna 
de la célula debido a las características de composición de 
aminoácidos de las proteínas de las oxigenasas. Así el indol sería 

convertido teóricamente a cis-dihidrodiol o 3-indoxil por NDO o XO 
respectivamente, para producir finalmente índigo. 

ANTECEDENTES 

PROPIEDADES GENERALES DE LAS OXJ:GENASAS. Las oxigenasas que 
catalizan la incorporación de solo un átomo de oxígeno al sustrato 

son denominadas monooxigenasas, a las cuales también se les refiere 
como oxigenasas de función mixta. El segundo átomo de oxígeno es 
reducido a H20 ya sea por los mismos substratos o por un cosustrato 

reductor. La reacción general de las monooxigenasas es: 

SH2 + 02 = SO + H20 

Donde S es el sustrato de la oxigenasa. 

Las oxigenasas que catalizan la incorporación de los dos átomos de 

oxígeno en sus substratos se conocen como dioxigenasas. La reacción 

general es: 

SH2 + 02 = S02 

En cuanto al mecanismo de reacción, de manera general, todas las 

oxigenasas requieren de cofactores como NAD(P)H como donadores de 
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electrones, y 02 como aceptor de electrones (18). La estequiometría 

para la reacción de las. oxigenasas requiere de.un NAD(P)H por cada 

hidroxilo generado (3 '· 18Í.: . 
'. f _·.: . . \ ·.' -~- -- . o ·-•• •• ·:··-,·~-- ·, -·~: " - • • :: • 

Existen oxigenasas que tieneri',;~na especificidad relajada por el 

:~:~~:::n!:. q:; :::~:;¡eJtJ(?~r;~eº,f 'We~~~::::~d:~ ::::~~~~c: ~: 
organización estructural y g~n:~·ti'cá;: es( cada vez mas completo. Se 
conocen actualmente familias';'{de:: : .. oiigenasas clasificadas con 
diferentes criterios, por ej~Ill~lo,· de ·acuerdo al número de 
componentes estructurales. Así, en el caso de oxigenasas de tres 
componentes se encuentran NDO, TOL, CAM, aquellas de dos componentes 
como xileno monooxigenasa y de un solo componente como una oxigenasa 

de Rhodococcus. También existe la clasificación de estas enzimas con 
base al producto de su actividad en monooxigenasas o dioxigenasas. 

Las primeras introducen un grupo hidroxilo en su substrato. Las 
segundas generan como producto un dihidrodiol. Las dioxigenasas son 

proteínas hierro-azufre que requieren de hierro exógeno para una 
actividad óptima. En este último caso la producción de un 
cis-dihidrodiol es característico de la mayoría de las dioxigenas. En 

las figuras 3 y 4 se esquematizan los componentes de la NDO y la XO, 
así como el posible flujo de electrones propuesto para ambas. 

La secuencia primaria de muchas oxigenasas ha sido determinada, y de 

acuerdo con sus similituides en secuencia, las oxigenasas pueden ser 
agrupadas en varias familias. También se pueden observar semejanzas 
entre diferentes familias en las regiones involucradas con la unión 

de cofactores (12, 14, 16, 21). 

MBCANZSMO DE RBACCZON. 

En la estructura de las oxigenasas intervienen diversos elementos 
involucrados en el transporte de electrones: una región con actividad 
de NAD(P)H reductasa en donde se localiza un sitio de pegado del 

NAD(P)H definido por una huella dada de aminoácidos; una 
flavoproteína, una ferredoxina y un componente hidroxilante. El 

transporte de los electrones se realiza desde el NAD(P)H hasta la 

hidroxilasa con la flavoproteína y la ferredoxina como intermediarios 
en ese orden. Todos los componentes anteriores pueden estar 
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organizados en un sólo componente o estar separados.en subunidades. 

Todas las oxigenasas hásta S.hofa· e.stÚdia~as;; requieren de un 

cofactor.' un metal . t]e.,·A;fr~-~~t.~~,~~:;t'.;~Y,füi.:¡_?;·;P,f~ridina, que· 
interacciona con el oxígen?;"Para'. las·, oxigenasas:;que requieren de 

NAD(P)H como cofacto~, ~~~f;~~~é·~~é~j~~i~1~~~{g,~~•~.~~:J,:,~~karada en dos 
pasos: la oxidación de1<NAD(P) ··• · · · · ·· ar~·-90,s equivalentes 
reductores, y la hidroxii<Í~ÚsrÚ~ stra:lf'6¡':/r.~s hid~oxilasas 

·: , .:.·.:,,~·~~~·::;:;:·,¡;.;-· · :!l}t~:.::-\!:-e:~,_,,,.::--~·-.'b <~'~<.:. '.. ·. 
flavoproteícas que catal•i:i:á' ,,,mon'cihidr'oxilac'ión del anillo 
aromático llevan a cia.J;}'.}"°~~tas· d_!6~t:J~,~~g~{6Ü~s en una cadena 

":_ ...... 
polipeptídica única. 

En otras oxigenasas, la oxidación del NAD(P)H y la reacción de 

hidroxilación son catalizadas por dos polipéptidos distintos que 
interaccionan como una cadena corta transportadora de electrones. Los 
dos equivalentes reductores generados por la oxidación del NAD(P)H 

son transferidos a través de los componentes transportadores de 
electrones hasta el cofactor en el componente de la hidroxilasa que 

estos reducen. El oxígeno 'se acopla con el cofactor reducido y 

subsecuentemente hidroxila el substrato. Las cadenas transportadoras 

de electrones asociadas con las oxigenasas contienen al menos dos 
centros redox. El primer centro redox es usualmente una fJ.avina, 
mientras que el segundo es un complejo hierro-azufre. El transporte 
de electrones se inicia por la transferencia de un par de electrones 
desde el NAD(P)H a la flavina, seguido por la transferencia de dos 
electrones por separado desde la flavina a un centro hierro-azufre 
(10, 11, 18). 

En esta tesis se trabajó con dos oxigenasas de Pseudomonas: los genes 

ndo ABC naftaleno dioxigenasa (NDO) y los genes estructurales de 

xylMA de xileno monooxigenasa (XO) los cuales se introdujeron en E. 

coli para ser expresados y producir dichas enzimas. 

NAFTALENO DIOXIGENASA. 

La reacción inicial en la degradación del naftaleno por Pseudomonas 
presentes en el suelo implica la incorporación enzimática de una 

molécula de oxígeno en el núcleo aromático para formar cis-(lR, 
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2S)-dihidroxi-l,2-dihidronaftaleno. Esca reacción se lleva a cabo por 
un sistema enzimático denominadonaftaieno dioxigenasa. 

ORGANIZACION DE NDO. Esta.enzima.consi:te:de tres .·c¿mponentes: A, 

=~t~ ~:n~::o~u~!e:a:::1:::n~~:~~:~;:;i~;,~~~~;tf~~~~~~;c,:~;~:á;~::~m:: 
enzimáticos que forman cis-dihi~,;:?p;~<?,~.~~;J·:~\partir de compuestos 

aromáticos. _ ·-/~_··,·~~:~~~~h{J~~f~~(~~§;\\'~\><~ 
Parece que este sistema multienzimáticci~oxida el naftalenó con el 
consumo de un mol de NADH y oxígeno por. ko1 de producto formado. La 
actividad de la oxigenasa NDO es estimulada in vitro por NADH y en 
menor grado por NADPH. La adición de hierro exógeno estimula la 
actividad de NDO. El transporte de los electrones se realiza en el 

sentido ABC. El componente A, denominado naftaleno reductasa contiene 

un sitio de pegado a NADH. Este sitio ha sido definido por la 

similitud a la secuencia. El componente B es una ferredoxina del tipo 

de cloroplasto que tiene un grupo 2Fe-2S tipo Rieske que esta 
involucrado en el transporte de los electrones desde el componente A 
hasta e donde se localiza el componente hidroxilante. El componente e 

está constituido por dos componentes denominados ay g que están en 

una proporción 2a, 2g (3, 10, 16). 

Actualmente se conoce la secuencia de los genes que codifican para 
los distintos componentes de NDO, además que se han aislado y 

purificado y caracterizado estos componentes (10, 11, 12, 16). 

XILENO MONOOXIGENASA. 

Cuando Pseudomonas putida contiene el plásmido TOL pWWO es capaz de 

emplear hidrocarburos aromáticos tales como xilenos y toluenos como 
fuentes únicas de carbono y energía. El plásmido TOL codifica para 

una ruta metabólica inducible que permite la degradación de los 
hidrocarburos hasta intermediarios del ciclo de Krebs. Los genes que 

operan en esta ruta están organizados en dos operones, el primero 
codifica para tres enzimas que catalizan la oxidación sucesiva de la 
cadena lateral de los substratos aromáticos a un grupo carboxilato. 

Dos de estas enzimas, han sido purificadas y caracterizadas, la 

benzil alcohol deshidrogenasa y la benzaldehído deshidrogenasa del 
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plásmido TOL pWWO o sus plásmidos relacionados~ La pri.riiera enzima en 
la ruta, denominada xileno monooxigenasa (XO). cataliza; la 
introducción de un grupo hidroxilo. sobr~ el '9fJpo:metilo a~··l~ cadena 

lateral del tolueno o xilenos para prodJ~rf.·)(~~Üi)';:í;~riiil aléohol. 
.,..::·, .,~; "' -·'--\:~~::~.;,, :.~·. ·".' .. '."" ; ~ ; 

ORGANIZAC:ION DE XYL. Los análisis gené~'.:~~~·~~ax·iindicado que esta 
enzima está compuesta de los los produ¿~¿¿~;§~rié't:<ibds 'de. xylM y xylA. 

El análisis de la secuencia de aminoácidós'.d.e:'xylA, deducida a partir 
de la secuencia de xyJA revela una ·l!éú'¿~;~t~ansmembranal entre los 

resíduos (179-195) en su regiórÍ.:N-terminal semeja la de las 

ferredoxinas del tipo de cloroplasto. Las ferredoxinas de tipo 
cloroplasto contienen agrupaciones [2Fe-2Sl tipo Rieske asociadas con 
tres resíduos de cisteína conservados en la siguiente estructura: 
Cys-XXXX-Cys-XX-Cys, donde X es cualquier aminoácido y que están 
involucrados en el transporte de electrones. Esta región de XylA se 
localiza entre los resíduos 51 y 61 de la región N-terminal. Además, 
pr~senta una probable hélice transmembranal, mientras que su región 

e-terminal posee una similitud significativa con las 
NAD(P)H-ferredoxina reductasas. Con base a lo anterior, se supone que 

la proteína XylA sea la responsable del transporte de electrones del 

donador de electrones NADH al componente final de la hidroxilasa, 
XylM. 

La región e-terminal de XylA podría ser responsable de la oxidación 
de NADH, ya que, según la secuencia deducida, presenta un sitio de 
unión del NADH. Esta secuencia obedece a las reglas de Wierenga et 
al. (28,29,31): Met-val-Cys-Val-A1a-G1y-G1y-Thr-G1y-Leu-Ala

Pro-Ile-Lys-Cys-Val -Leu-Gln-ser-Met-Thr-Gln-Ala-Gln-Arg-Glu-Arg-As;p 
donde los resíduos en cursivas estarían implicados en el pegado del 
NADH; esto se ha confirmado al determinar in vitro la afinidad al 

componente protéico XylA (Km= 22 ~lM) , ( 29) . El análisis de la 

secuencia proteica deducida del producto de ::-.yl!1 podría ser el de un 

componente "hidroxilante" debido a su similitud con el producto de 

alkB, el cual es un polipéptido que cataliza la hidroxilación del 

carbono terminal de los alcanos y la hidroxilación de los ácidos 
grasos. El análisis mediante el programa PCgene por el método de Rao 

y Argos para detectar hélices transmembranales indica la presencia de 
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tres porciones que pueden estar asociadas a membrana. Las posiciones 
de éstas, se encuentran entre los siguientes residuos: (25-41), 
(138-171), y (238-257). La presencia de éstas regiones hidrofóbicas 
indican que la proteína de xy1M pudiese estar asociada a membrana. 
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rr.- OBJETXVOS DEL TRABAJO: 

En el presente trabajo de tesis se establecieron los siguientes 

objetivos: 

OBJETXVO GENERAL 

Producción en Escherichia coli de dos oxigenasas de Pseudomonas, la 

naftaleno dioxigenasa (NDO} y la xileno monooxigenasa (XO}. 

OBJETXVOS PARTXCULARES 

a} Para el caso de NDO se estudiará su expresión con una copia 

adicional de Fd, por ser este un componente inestable. 

b} Se evaluará el efecto del hierro en la expresión de NDO por que 

como se mencionó en la introducción, la adición de hierro exógeno 

puede promover una mejor actividad de las oxigenasas. 

c} Para el caso de xo, se estudiará su expresión en E. coli empleando 

distintos promotores. El promotor de lactosa, el promotor izquierdo 

de lambda, y el promotor de triptofano. 

d} En esta tesis se plantea la hipótesis de que la actividad de las 

oxigenasas pudiera estar limitada por la disponibilidad del NADH 

intracelular debido a una competencia por este cofactor entre la 

maquinaria enzimática de la célula y las oxigenasas que se están 

expresando. 
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IIJ:. - MATERIAL Y ME'l'ODOS 

Las cepas y plásmidos empleados se indican la tabla 1. 

TABLA l.- CEPAS Y PLASMIDOS EMPLEADOS EN ESTE TRABAJO 

CEPA 

E. coli JMlOl 

E. coli JHlOl d-
G0102 

GROlN 
PLASMIDOS 

pNDO 
pFd 

pT.>.NDO 
pUI301 

pXO 
pTX 

CARACTERISTICAS 

supE,thi,D-(lac-proAB), 
F' traD36,pro.>.B,laciqZ 
1115-r+m-
citocromo oxidasa d inactiva 
F-,cyol23,rpsL,relA,thi 
gal,Dcydl 
gal-,recA,thi,rpsL,cydl 

1'.pr 
Apr 
l'.pr 
Kmr 
Apr 
Apr 

MEDICION DE LA ACTIVIDAD DE NDO Y XO. 

FUEl<TE O REFERENCIA 

Este laboratorio 

Este trabajo, 
Dr. R.B. G~nnis' (9) 

nr. R.B.Gennis · (9) 

Este trabajo 
Este trabajo 

con la finalidad de medir la expresión en E. coli de los genes de las 

oxigenasas se determinó la cantidad de índigo producido en presencia 

de indol. Para realizar los ensayos de producción de índigo se 

estableció la siguiente metodología: 

a) En principio se estableció la concentración de indol a la cual E. 

coli podía crecer adecuadamente, para lo cual se probaron 

concentraciones de indol de O a 800 ~tg ml-1 en medio LB líquido. La 

cinética de crecimiento de E. coli, cepa JM101, se siguió empleando 

un fotocolorímetro Klett-Summerson. 

b) Transfonnación de la cepa de E. coli JM101 con el vector que lleva 
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los genes para NDO o XO. 

e) Selección de las clonas que producen índigo en medio sólido por la 
coloración azul de las colonias y ·su resis.tencia a antibiótico 
conferida por el vector. 

:~c~:c~:'•::ó:,::' P::~:,:::~ecim~~~'.f,~~k~;~iéu'c ÚVo 
de toda la 

.· ,.·,_,. - -~·:: ., 
"i"'" ~ 

; . , ~ ·.,: .. ~~')>.::::·~~·'.>:;: :;.:·· :>: <: . . 
e) Fermentación en matráz de 125 mí: 8c)n;:jQ' ~mf dé medio durante 12 h. 

'; r ' ~ 

Previamente se determinó que el mÉijor:>voÍumeri para la producción de 
índigo en matráz de 125 ml es de 3cj'~i; . 

f) Toma de muestra para cuantificación de índigo. Se toma 0.5 ml de 
la fermentación y se disolvieron en 4.5 ml de DMSO, se centrifuga 1 
ml de la mezcla para eliminar restos celulares, se lee la solución a 

620 nm. Se cuantifica el índigo producido de acuerdo a la siguiente 
relación: 0.145 de O.D. equivalen a 1.65 µgm1-1 de índigo. 

IDENTIFICACION DEL PIGMENTO. 

El pigmento se extrajo con dimetilsulfóxido (DMSO) . Se efectuó una 

cromatografía en capa fina del pigmento que produce E.coli. se 
emplearon cromatoplacas de sílica gel, Whatmann 60F254. se aplicaron 

repetidamente las muestras del pigmento extraído con DMSO en la 
cromatoplaca. Se aplicó un volu.-nen final de 50 ul por cada muestra. 
Después de cada aplicación, la muestra se secó completamente antes de 
la próxima aplicación. Los cromatogramas se resolvieron colocando las 
placas en un tanque de cromatografía, conteniendo una atmósfera 

saturada de cloroformo y un pequeño volumen de cloroformo de tal 

manera que el solvente estuviera en contacto con la sílica de la fase 

estacionaria. El extracto del pigmento crudo se separó en dos bandas 
pigmentadas una azul y la otra rosa, en un tiempo de 40 minutos. 

Junto con el extracto crudo se corrió un estándar de índigo comercial 
(SIGMA) a una concentración de O. 025 mg ml-1. 
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ESPECTRO DE ABSORCION DE LOS PIGMENTOS. 

Se determinó el espectro de absorción, mediante un.barrido en'la 
región visible (400-700 nm). Para lo, a~terio~ ..• ~e --~ni~l~ó un 

. :: ·;:\~, 

espectrofotómetro Beckman DU-40. 

- :: .. :·: '.:,'},~;:~.~4;;;¿}~~~;~./,~~·: .. : \{~~- .. :,,._:· ·.; 
Para la determinación de los componentes protei'cos}dejNDO;y; XQ: se 
empleó la técnica de SDS-PAGE. se tomaron ml.Í~~·¿g~~it(f~;~ci;ii·fi:;j;J d~, la: 

cepa E. coli silvestre y de la transfo:i:'nii'~-~~'.~sá'li~ci·1fkxo Y, se 
procesaron de acuerdo a lo indicado. 

•'<·:,;·;<-; ·,_, 

CINETICA DE LA PRODUCCION DE INDIGO. 

Para determinar la cinética de producción de índigo en la cepa JM101 

se realizaron fermentaciones en un volumen de 1 1 de medio LB. Se 

empleó una concentración de indol en el medio de 100 µg ml-1. se 
tomaron lecturas de densidad óptica a 540 nm y la cuantificación de 
índigo se realizó empleando una cantidad conocida de índigo comercial 
disuelto en DMSO y leyendo a 620 nm. 

EFECTO DE LA ADICION DE HIERRO EN LA PRODUCCION DE INDIGO. 

Debido a que se tiene reportado que algunas oxigenasas requieren de 
hierro exógeno (Fe'*) para su actividad, se hicieron experimentos del 

efecto de distintas concentraciones de hierro en la producción de 
índigo por células de E. coli JM101 con los plásmidos pNDO y pUI301. 

Para esto se probaron concentraciones de FeS04 de 0-l.8gl-l. 

EXPRESION DE LAS OXIGENASAS BAJO DISTINTOS PROHOTORES. 

El aislamiento del DNA plasmídico, la transformación de células 

competentes así como las reacciones con enzimas de restricción y de 

ligación fueron realizadas siguiendo protocolos estándares en el 
laboratorio de biología molecular (26). 

Se ensayaron distintos plásmidos que contenían a NDO o xo bajo 
distintos promotores. Los promotores que se estudiaron fueron el 

promotor izquierdo de lambda, el promotor de triptofano en los 
plásmidos pNDO y pTANDO respectivamente (figuras 5 y 6). En el caso 

del gene XO se trabajó con el plásmido pUI301 el cual tiene los genes 

xylMA bajo el promotor de lactosa (figura 7). Para expresar xo bajo 
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FIGURA 8. - EL PLASMIDO pXy11 SE CONS'l'RUYO A PAR'l'IR DEL 

PLASMIDO pNDO Y UN FRAGMEN'l'O DEL PLASMIDO pUI301 

QUE CON'l'IENE EL GENE DE LA XILENO MONOOXIGENASA. 



los promotores de lambda y de triptofano se subclonó .el fragmento de 

xo en los mismos vectores donde está clonado el gene· de NOO como se 

indica en las figuras 8 y 9. 

La expresión de los genes ndoABC y xylMA bajo los distintos 

promotores se midió por la producción de índigo como se indicó 

previamente. 

EFECTO DEL NADH SOBRE LA ACTJ:VJ:DAD DE LAS OXJ:GENASAS NDO Y XO. 

En el desarrollo del trabajo experimental con ambas oxigenasas se 

estableció como hipótesis que la producción de índigo por las células 

podría mejorar si hubiera un mayor aporte del cofactor NADH en el 

momento en que lo requiere la enzima. En E. coli crecida en 

cond~ciones aeróbicas, el punto principal de empleo del NADH 

producido en las distintas vías metabólicas es a través de la NADH 

reductasa (Km= 12 µM) que forma parte de la cadena respiratoria, 

como se propone en la figura 10 (2, 15, 17). 

De es ta manera se propuso emplear un bloqueador de la cadena 

respiratoria de E. coli. Así, sí se bloquease la oxidación del NADH 

por parte de la NADH-reductasa de E. coli la oxidación del NADH se 

vería disminuída y en teoría este NADH podría ser utilizado por NDO o 

XO. De esta forma en una cepa a la que le fuera bloqueada su cadena 

respiratoria, tendría un aumento de la forma reducida del cofactor 

donde la presencia del NADH podría determinarse de dos maneras; la 

primera consistió en comparar la intensidad de la fluorescencia de 

células tratadas con o sin bloqueador ya que se sabe que se puede 

hacer una correlación entre la concentración intracelular de NADH y 

la intensidad de la fluorescencia de un cultivo celular (13, 28, 30). 

La segunda alternativa para demostrar el efecto del bloqueo de la 

oxidación de NADH por la NADH-reductasa fué observar la producción de 

índigo por parte de las oxigenasas. Así, la adición del bloqueador 

podría redundar en un efecto sobre la producción de índigo, (ver 

figura 11). El bloqueador que se escogió para ensayar fue la rotenona 

(MERCK), este es un bloqueador específico para la NADH-reductasa (34 

y 35). 
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FIGURA 10. - ESQUEMA PROPUESTO DE LA CADENA RESPIRATORIA DE 

E. co1i EN CONDICIONES AEROBICAS. 
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EFECTO DE LA ROTENONA EN LA CADENA RESPIRATORIA 
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LA OXIDACION DEL NADH. LA REDUCTASA Rd EMPLEA EL 

NADH DISPONIBLE PARA PRODUCIR INDIGO. 



El tiempo de adición de la rotenona se.eligió con' base al momento en 
que se observa la producción de índigo enel matraz. La· concentración 

• , •<", 

de bloqueador a utilizar se determinó con~base a datos previos que 
indican que concentraciones mayores 'a\25 ~··no tienen un efecto 
inhibitorio mayor sobre la NADH-réductasá· Ó4i. 'Debido a esto en este 
experimento se empleó una concentración de 25 µM. Experimentos 

posteriores con una mayor concentración de rotenona demostraron que 
efectivamente concentraciones superiores al indicado no tienen mayor 
efecto en la inhibición de la NADH-reductasa de E. coli. 

DETERMINACION DEL NADH INTRACELULAR POR FLUORESCENCIA. 

Se determinó el espectro de fluorescencia a una solución estándar de 
NADH empleando un espectrofluorómetro Perkin-Elmer modelo LS-50. Se 
empleó una longitud de onda de excitación de 370 nm y se estableció 
un intervalo de emisión de 450-470 nm, propias del NADH. Por otra 
parte se determinó el espectro de fluorescencia de células completas 
de E. coli JM101 incubadas a una concentración final de rotenona de 
25 µM por 1, 2. 5, 5, y 10 minutos. Además se determinó la 
fluorescencia de células durante el mismo período en ausencia de la 

rotenona. Para lo anterior se inocularon 30 ml de medio LB con E. 

coli JM101. se incubó el cultivo hasta 70 U.K., se tomaron 10 ml del 

cultivo y se centrifugó en una centrifuga clínica por 10 minutos a 

5000 rpm. Se eliminó el sobrenadante y el botón celular se 
resuspendió en 10 ml de buffer TE y se volvió a centrifugar en las 
mismas condiciones. Esta operación se realizó dos veces. De la 
suspensión celular final se tomó una muestra para determinar su 
espectro de fluorescencia. Este procedimiento se realizó para todas 
las muestras mantenidas a 4° c. 

OBTENCION DE UNA CEPA DE E.aoli DEFICIENTE EN EL CITOCROMO d. 

E. coli cuando crece en condiciones de aerobiosis posee dos oxidasas 
terminales en su cadena respiratoria (2, 15) (ver figura 10), la 

citocromo oxidasa o y la citocromo oxidasa d. La primera se expresa 
principalmente en condiciones de alta tensión de oxígeno y la segunda 
en tensiones bajas de oxígeno. Así una mutante en citocromo d podría 

crecer bien en la fase logarítmica temprana en donde hay tensiones 
altas de oxígeno. Al bajar la tensión de oxígeno en el medio, la 
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bacteria se haría deficiente en citocromo d por estar mutado y la 
oxidación del NADH se vería taIDbién disminuida (9). Se trabajó con 
cepas de E. coli deficientes en él citocromo d proporcionadas por 
los Dres. Mario Soberón y R.B. Gennis, y se realizó una transducción 

empleando el fago Pl a la cepa de E. coli JM101 seleccionando por 
resistencia a Km. Se escogió esta cepa por que con ella se hicieron 
los ensayos de expresión de las oxigenasas. Una vez obtenidas las 

tansductantes a las cuales se les denominó J11101 d-. Se prepararon 
células competentes para transformarlas con los plásmidos pNDO y 
pXO, y se determinó corno era la producción de índigo en estas 

células. 
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IV.- RESULTADOS Y DISCUSION. 

Dado que la mayor parte de este trabajo. se c~ntra en la determinación 

de la producción de índigo por células.de.E;· colitransformadas con 
los genes de las oxigenasas bajo. el ,contl:"oi>d~ distintos promotores, 

se determinaron las concentraCfbri
1

e~y.a.e;.:indol ~decuadas para el 
crecimiento de las células y ·1á~'~f:¡§~~;¿;É¡Ó~ de índigo. 

'·> :.;~:'':,f~::.::~: 

se creció un inóculo de to9~. {i.~a~~§~,f!~"' ·.}~ cepas JMlOl en matraces 
de 125 ml con 10 ml de medio. LB··:mas•:iridol"•.a·· distintas concentraciones 

(0, 50, 100, 250, 500, 800Jlg ml-1)-. 'E.' coli JM101 puede crecer a 

concentraciones hasta de 200 ¡ig ml~l como se puede observar en la 
grafica 1. A concentraciones mayores de 250 µg ml-1 de indol el 

crecimiento de la cepa declina rápidamente siendo nulo a 500 µgml-1. 

IDENTIFICACION DEL PIG!~ENTO PRODUCIDO. 

Para determinar la naturaleza del pigmento que produce E. coli JMlOl 

cuando tiene los genes de NDO y xo se comparó con índigo comercial 

empleando cromatografía en capa fina y el espectro de absorción de 

los pigmentos. 

CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA DEL PIGMENTO 

Se analizaron por cromatografía en capa fina las muestras de pigmento 

producidos por las bacterias y fueron comparados con una muestra de 

índigo comercial, ambos disueltos en DMSO. El pigmento bacteriano se 
separó en un componente azul de mayor Rf y otro componente rosa de 

menor Rf. 

La muestra de índigo comercial contenía un componente azul de manera 

predominante con la misma movilidad que el componente azul del 

pigmento bacteriano y un componente rosa muy tenue con la misma 

movilidad que el pigmento bacteriano rosa. Se observó que los 

extractos frescos del pigmento bacteriano el componente azul era 

predominante, pero en extractos mas viejos la fracción rosa se 

incrementaba en concentración en relación a la fracción azul, hasta 

volverse predominante después de 48 horas a temperatura ambiente. 

Esto sugiere que la forma rosa es un producto de descomposición del 
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componente azul, (ver mas adelante). 
ESPECTRO DE ABSORcroN DE LOS PrGMENTOS. 

Se determinó el expectro de absorción de los pigmentos disueltos en 
DMSO. El espectro de absorción del índigo producido por bioconversión 

fue similar al del índigo comercial. El pico máximo de absorción de 
ambos pigmentos es de 620 nm (Figura 12A y 12B). También.se observó 
que el extracto azul se tornó gradualmente a rosa después de dejarlo 
a temperatura ambiente por 48 horas. El espectro de absorción de esta 
solución tiene un pico máximo de absorción a 575 nm con un hombro a 
620 nm (Figura 12C) . Esta observación sugiere que el índigo se fue 
convirtiendo gradualmente en el pigmento rosa en el extracto crudo 
(Figura 12D) . El pigmento rosa podría ser un isómero del índigo, la 
indirrubina, que es de color rojo. Es importante mencionar que la 

solución del índigo comercial conserva su color azul aún después de 
48 hrs en solución de DMSO a temperatura ambiente. La inestabilidad 
del índigo bacteriano en solución podría estudiarse para establecer 

si son condiciones como pH o iones que se producen cuando se rompen 
las células para disolver el índigo producido. Después de hacer la 

extracción de las células con el DMSO solo se centrifuga la muestra a 
14 Krpm para separar células que no se hayan roto y no interfieran 
con las lecturas de absorción. Estas condiciones promoverían la 
formación del compuesto rosa. Sin embargo, no se intentó ver el 
efecto de extractos bacterianos sobre el índigo comercial. 
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CINETICA DE LA PRODUCCION DE INDIGO; 

se estudió la producción de índigo de las cepas de E. coli indicadas 
en la sección de materiales y métodos·. Para la enzima NDO se empleó 
la cepa JM101. La cinética se r~~Úzó ~res> veces. Como se puede 

observar de la gráfica 2 la máxirn~.pr.oducciÓn alcanzada es de 28 µg 
rnl-1. La gráfica 3 indica la cinética el.~ producción de la cepa JM101 
con el plásrnido pUI301. 

EFECTO DEL HIERRO SOBRE LA PRODUCCION ~ DE INDIGO 

Algunas de las dificultades q{¡~;·aie~~an ~l proceso microbiano para la 
producción del índigo incluyen la relativa baja actividad de la 
naftaleno dioxigenasa (NDO); que es la enzima responsable de la etapa 
final en la bioconversión deÍ· índigo, en E. coli recornbinante. 
La actividad de esta enzima en el organismo recombinante necesita de 
un mejoramiento en la etapa de la oxidación de indol a índigo. La 
vida media de la enzima NDO en la catálisis de la oxidación del indol 

a índigo es de una a dos horas. Este valor requiere de un substancial 
mejoramiento para generar un proceso económico de vida larga (20) . 

Bajo condiciones naturales, hay poco indol libre en la célula y la 

producción de triptofano es conducida sólo a los requerimentos de la 
célula. 

se ha encontrado que la actividad específica de NDO en muestras de 
cultivo declina después de la adición de indol. Dado que la actividad 
enzimática es estable en cultivos no eh"!)uestos a indol, la reacción 
de oxidación del indol a índigo podría involucrar la destrucción de 
la actividad enzimática. Esta pérdida de la actividad podría deberse 
a la desactivación de alguno(s) de los componentes del sistema 
enzimático ( 20) . 

En este trabajo se propone que sea un producto intermediario de la 

reacción de oxigenación de la dioxigenasa el responsable de esta 

pérdida de actividad. La formación del dihidrodiol representa una vía 

potencial para explicar el requerimento de ión ferroso para sostener 

la reacción enzimática. La estructura del cis-dihidrodiol es 

semejante al núcleo de ciertas moléculas que tienen afinidad por el 
hierro corno son los sideróforos (23, 33). También el ión catecolato 
puede acomplejarse con el hierro. En la figura 13 se presentan las 

estructuras de moléculas con afinidad por hierro. Así, durante la 
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reacción de hidroxilación del indol por NDO produciría el dihidrodiol 
correspondiente, el cual podría seguir la ruta hasta la formación de 
índigo, o estar presente en el sitici·'activo de la enzima secuestrando 

el hierro libre que es requerido para la actividad enzimática. No se 
ha comprobado esto último, por lo.que· se requeriría de demostrar que 

sea un producto intermed.iario. el causante de la perdida de la 
actividad de NDO. 

Por lo anterior se realizaron los experimentos trabajando con el 
plásmido pNDO y con el plásmido pFd figura ya que se sabe que el 
componente Fd es muy inestable (20) . se comparó la cantidad de índigo 
producido por las cepas de E.coli JM101. 
Por otra parte se ensayó la adición de hierro exógeno al cultivo 
celular ya que se sabe que la enzima NDO requiere de hierro {Fe++) 

para su actividad (8) . 

No se encontró un aumento significativo en la producción de índigo a 

las distintas concentraciones de hierro empleadas para ambos genes. 
Para conocer de manera directa el posible papel del hierro en la 
actividad de estas oxigenasas sería necesario determinar in vitro la 
actividad de las enzimas, pues en condiciones de cultivo, E. coli 
regula la entrada de hierro debido a que la célula lo requiere en 
concentraciones mínimas. se podría pensar en trabajar con una cepa 

que tuviese incrementada la capacidad de transportar hierro al 
interior de la célula. 

ESTUD:IO DE LA XO BAJO DISTINOS PROMOTORES 

En la fotografía 1 se demuestra la construcción de los plásmidos pXO 
y pTX. En la figura 8 se esquematiza la subclonación del fragmento XO 
en el vector pAC. El primero está bajo el promotor izquierdo de 
lambda y el segundo bajo el promotor de triptofano. En la tabla 2 se 

indican los niveles de índigo producido {en un volumen de 30 ml de 

medio LB), por E. coli JM101 transformada con estos plásmidos. Con el 
promotor de triptofano se observa la mayor producción mientras que 
con el promotor izquierdo de lambda es menor. Sin embargo, el 

plásmido pTX, al igual que el pTANDO, es muy inestable debido a que 

al realizar resiembras de la cepa con el plásmido y el promotor de 



A B e D 

··= -~4324 

-2.32.3 .... _ .......... 

' 

-.l 

FOTOGRAFIA 1. - CLONACION DEL FRAGz.IENTO XO EN EL VECTOR pAC 

BAJO EL PROMOTOR IZQUIERDO DEL FAGO LAMBDA. A Y B, 

PLASMIDO pNDO DIGERIDO CON LAS ENZII~AS Xba·I -

HindIII. c, PLASMIDO pUI301 DIGERIDO CON XbaI -

HindIII. D, PLASMIDO pXyll DIGERIDO CON . XbaI -

HindIII. E, MARCADOR DE ESO MOLECULAR. 

tSTA TES\S 
SALIR . DE LA 

tm DEBE 
Ui&UOTECA 



aerobiosis, la principal enzima para oxidar NADH, cabe la posibilidad 

de que la forma reducida del cofactor sea. p~edóminante sobre su forma 

oxidada presentándose un est~d~red\l~tÓrd~ntro:de la célula. Dicho 
estado se puso de· manifiesto :,cu~iíd~~;~e:idet~;ndnó ·el espectro de 
fluorescencia, en el intervai·;.·¡j~'./~ri\'i~.iJJ'.,~~;a. ·~J.:.Nru;H, de un cultivo 

celular con y sin rote.n?~~(·;~~~~~~t{~E~I~~~·~.~-ri incremento en la 
intensidad de emisión de la .. fluorescenciá·;!'Como se puede observar 'de . . -' ... '· -~·- """ . ·, . 

la tabla 3 los datos demuestra.I1 ··que ,}i¡i;/'ii'n incremento del 40%, en 
comparación con el valor regi.strado pa.~a el testigo sin bloqueador, 
en la intensidad de la emisión cuando es adicionada la rotenona. 

Tabla 3. MEDICION DEL NADH CELULAR l?OR FLUORESCENCIA EN 

l?RESENCIA DE ROTENONA. 

TABLA 3, MEDICION DEL NADH CELULAR POR FLUORESCENCIA EN PRESENCIA DE ROTENON 

llEMPO 

(minutos) 

l.F. 

U.K. 

o 1 2.5 5 

72 117.5 113 120 

70 70 70 70 

l.F. = Intensidad de la fluorescencia, unidades relativas 
U.K. = Unidades Klett 

10 1 o 

114 70 

70 70 

Debido a que ambas oxigenasas (NDO y XO) requieren de la coenzima 

NADH para su actividad, es de esperarse que cuando éstas se están 
produciendo en E. coli van a requerir, además de ser expresadas, que 
la célula provea esta coenzima y por lo tanto van a competir con las 

NADH-reductasas presentes en E. coli. Lo anterior podría significar 
un gasto metabólico adicional para la célula. Por otra parte, la 

relación NADH/NAD+ representa una señal importante del estado redox 
de la célula, además de ser una de las principales señales de 

regulación del metabolismo central de la célula y la fuente primaria 

de electrones para la generación de ATP en condiciones de aerobiosis. 
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Esto sugiere que el NADH podría estar .limitando la actividad de las 
oxigenasas debido a que E. coli posee también enzimas que requieren 
de NADH que son mas eficientes/·:conio se puede deducir por las Km 

registradas para las NADH-reducta~as de la cadena respiratoria de E. 

coli (2). 

Los resultados obtenidos empleando ·la'. fluorescencia emitida por el 
NADH en las células de E. coli JM101 apoyaron la hipótesis de un 
incremento relativo del NADH intracelular, lo cual permitió pensar en 

trabajar con mutantes de E. coli en cadena respiratoria que 
permitieran simular ahora el efecto de la rotenona evitando así 
trabajar con este compuesto, el cual es tóxico para humanos. 
Por lo anterior, se pensó en trabajar con la cepa deficiente en el 
citocromo d. Los resultados con la cepa de E. coli deficiente en un 
citocromo permitieron encontrar evidencia de que la falta del 
citocromo d influye sobre la cinética de producción del índigo. 

Cuando se realiza la cinética de crecimiento celular y producción de 
índigo de la cepa de E. coli JM101 con y sin la mutación sobre el 

citocromo d se encuentra que es mas corto el tiempo en que se inicia 

la producción de índigo en la cepa mutada en el citocromo d, sin 
embargo, la cantidad final de índigo producido por esta cepa es la 
misma que la cepa sin citocromo d funcional. 
El efecto que tiene la rotenona es similar al observado empleando la 
mutación en el citocromo d en el sentido de que hay un aumento en la 
velocidad de producción de índigo. Sin embargo, la cantidad final de 
índigo producido es la misma que se obtiene sin emplear el bloqueador 
o la mutación. Si establecemos que la ecuación que define la 
producción de índigo es:2 INDOL + 2 NADH + 02 = INDIGO + 2 NAD+ 

Entonces podemos establecer que, con base en la cantidad de índigo 

producido, podemos calcular la cantidad de NADH empleado para 
producir dicha cantidad de índigo. Así, para el intervalo de tiempo 

t 1 a t 2 de la gráfica 4 se tiene que la cantidad de índigo producido 

para la cepa JMlOl es de 2 ug ml-1 y para la cepa JM101 d- es de 7 ug 
ml-1. Lo que representa que en términos de NADH se requirieron de 9.95 

y de 35.15 µg ml-1 respectivamente. Este incremento representa una 

disponibilidad real de NADH en ciertos puntos de hasta más del triple 
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para la cepa con la mutación en el citocromo d. Los datos de densidad 
óptica indican que se requirieron menos células para producir índigo. 

La cuestión que surge ahora es la de explicar por qué la cantidad de 
índigo producido por la cepa tratada con rotenona o con la mutante en 
en el citocromo d al final es la misma con respecto a la cepa sin el 
tratamiento con rotenona y con el citocrorno d funcional. se puede 
encontrar respuesta si se torna en cuenta que el metabolismo de E. 

coli se modifica al pasar de condiciones aeróbicas a condiciones 
microaeróbicas o anaeróbicas dado que se pasa de un metabolismo 
predominantemente oxidativo a uno fermentativo (ácido-mixto) . Debido 

a ésto, el flujo de electrones se desvía hacia la formación de 
especies parcialmente oxidadas, además que la cantidad de NADH 

producido por ciclo de Krebs está reducido y la cadena respiratoria 
aeróbica es poco activa. Así, la presencia de rotenona o de un 
citocromo d mutado en condiciones microaerofílicas tendrían poco 

efecto sobre la producción de índigo. 

Los resultados que se presentan aquí empleando un bloqueador o con 
mutantes de cadena respiratoria sugieren que si se influye la 
oxidación del NADH a nivel de cadena respiratoria en E. coli JM101, 
o E. coli d- , se puede favorecer la conversión del indol a índigo 
cuando están presentes NDO o xo posiblemente debido a un aumento en 
la disponibilidad de NADH por estar afectada la oxidación de este 

cofactor. Para demostrar que realmente hay un aumento de la 
concentración intracelular de NADH se tendría que cuantificar este 
cofactor en las condiciones que aqui se ensayan. 
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V. - CONCLUSIONES: 

A) En este trabajo se determinó .. que.·e1·.mejor.promotor para e>.."Presar 
NOO es el promotor izquierdo de l~da,.mientras que para xo el mejor 
promotor fue el de lactosa. El promotor de triptofano es eun promotor 
fuerte, sin embargo, la actividad d·e :·ambas enzimas se pierde 

rápidamente al subcultivar, ya que surgen. cepas no productoras, 
presumiblemente por modificaciones del plásmido recombinante. 

B) En las condiciones probadas una copia ·adicional del componente Fd 
de la NOO no promueve una mayor actividad. de la enzima, ni la adición 
de hierro exógeno provoca una mayor aci:ividad de NDO o xo. 

C) El empleo de la fluorescencia de cultivos bacterianos y el uso de 

un bloqueador de cadena respiratoria y/o mutantes en cadena 
respiratoria permitieron establecer una evidencia de que el NADH 

intracelular pudiera ser un factor limitante en la actividad de NOO y 

xo. 
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V:C. - PERSPEC'l':CVAS DEL TRABAJO 

con base a los resultados y la discusión del·presentei trabajo se 

proponen las siguientes perspectivas para cont:.in§~~'.cciri el estudio de 

las oxigenasas NDO y XO: ·:·. ~;:;/; : •. J ., 
<. > .. .-. 0)}~~'.:~:j;~·::~ti~{~~Z~)~t · ~:·,_,: ··.>::;::·~_.::'. , 

1.- Empleo de la mutagénesis para mejcírar,;¡-fa~aét:,ividad enzimática. En 
'.· · <···:')f;c,;' '".;,;;i-)·F~'f!'.~1:·'::' .. J.:"Pt': .. :i<'"~jV~:-. :·· 

el caso de xo esto se puede llevar:< .... al:5ó'.fíriédfa~te dos alternativas. 
·.·••.· .• ,· .. ·.;.:.~.·.;~.~.'.' .••. ·.; ~l;;:;, \: ' . ·.:;~;':~<·;.": 

a) Empleando mutagénesis al azar\y:;-l:luscan .. ·quellas mutantes que . : <· .' :J~·)·~'.'o.:7":\-g:-._~:'ii.?;/;t.,r(: :.!f\?:'.:);~; : :..x:/ :.:· ·."' 
produjeran mas índigo en. compar.~;~~~,1,));;,~~4~f,~;¡~~Hma original de xo. 
Posteriormente se llevaría a cabb')'<11·'05e'cti'enci'aé16n del gene mutado 

para identificar los sitios q{ie{ ~~ h~~l·~raÍ1 moqificado. 

b) Emplear mutagénesis sitio dirigida, la cual debe de estar 

sólidamente sustentada para realizar los cambios pertinentes ya que 

tratándose de una enzima con diversos sitios implicados en la 

actividad enzimática se tendría que establecer cuál de estos sitios 

sería un candidato adecuado para ser mutagenizado. 

2.- También es posible considerar el uso de otras oxigenasas con la 
finalidad de establecer su factibilidad de uso para procesos de 

bioconversión. Debido a la inestabilidad de estas enzimas y al 

requerimiento del cofactor de NAD(P)H se ha preferido emplear células 

completas. 

3.- Estudio básico con agentes bloqueadores de cadena respiratoria. 

Existen otro tipo de bloqueadores que pueden ser empleados además de 

la rotenona. Por ejemplo la piericidina A que tiene un efecto 

bloqueador del 90% sobre al actividad de NADH-deshidrogenasa de E. 

coli mientras que la rotenona tiene un efecto del 55% sobre la misma 

actividad. La capsaicina es otro agente bloqueador de la misma 

deshidrogenasa y que también puede ser considerada para tales 

estudios. Sin embargo, el uso de los bloqueadores no puede llevarse 

mas alla del estudio en matráz debido a que estas sustancias están 

reguladas por su toxicidad. 
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4.- Empleo de mutantes en cadena respiratoria. Esto. puede aportar 

datos interesantes en cuanto a la comprensión del ambiente 

oxidoreductor de una célula cuando los componentes de cadena 

respiratoria están afectados. Como se menciona en el trabajo la 

disponibilidad de la coenzima NADH+H+ puede influir sobre la 

actividad de las oxigenasas, y de otras enzimas que requieren de este 

cofactor. 
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