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1. INTRODUCCION

Los productos marinos, y fundamentalmente el pescado son uno de los
recursos potenciales mds importantes para satisfacer las demandas protéicas
de la creciente poblacién. Se estima que la captura total mundial podria
alcanzar los 150 millones de toneladas métricas, suficiente para alimentar un
30-40% de la poblacidn total (2). Sin embargo debido a la falta de recursos
para la conservacion de productos marinos, se logra llevar al consumidor
cantidades mucho menores de las que estos indices seiialan, situacién que es

aun mds marcada en paises de bajo desarrollo.

Existen varios factores que limitan la explotacién de recursos pesqueros en
paises con bajo nivel de industrializacién. Entre ellos se encuentran elementos
financieros, técnicos, politicos, sociales y culturales que mantienen una
estrecha relacién (3). La causa principal por la que existen cuantiosas perdidas
desde la captura hasta el lugar de consumo se debe a la extremadamente baja
vida de anaquel del pescado fresco y de otros productos marinos como
mariscos. A temperatura ambiente, su vida media es de 24 horas o menos y
su consumo en periodos posteriores puede ocasionar serios riesgos para la
salud (1).

Para la conservacién de la calidad de estos, se tiende, a nivel mundial, al
procesamiento inmediato en forma de enlatado, ahumado, secado, y
fundamentalmente el congelado. Sin embargo tales métodos requieren de una
gran inversién de capital por lo que en paises en vias de desarrollo los

recursos marinos se comercializan principalmente en fresco con las



consecuentes pérdidas. Debido al problema que representa la conservacién de
estos productos es necesario contar con métodos evaluatorios adecuados que

permitan estimar el nivel de deterioro o su grado de frescura.

Desde tiempo atris se han llevado a cabo estudios que permiten determinar
la calidad en especies marinas. Por medio de éstos se han establecido escalas
de referencia que marcan el grado de descomposicién en funcién a ciertos
compuestos que son el resultado del metabolismo bacteriano responsable del

deterioro del alimento.

La descomposicién de las especies marinas se inicia a partir del término del
rigor mortis dando origen a una actividad bacteriana intensa que resulta en
la sintesis de un grupo de compuestos aminados voldtiles (17). Con esta base
se han desarrollado técnicas cuantitativas que permiten relacionar las con-
centraciones de estos compuestos liberados con el tiempo de envejecimiento del

alimento y por ende de su frescura.

Se ha demostrado que el metabolito central es el éxido de trimetilamina:
(OTMA), producido durante el proceso digestivo en especies marinas y
mariscos, con funciones especificas de osmoregulacién (6). En pescado
congelado, el OTMA es reducido por enzimas endégenas a dimetilamina
(DMA) y formaldehido, mientras que en pescado fresco 6 refrigerado éste es
reducido a trimetilamina (TMA) por enzimas bacterianas. Esto demuestra que
el rdpido deterioro del alimento se debe a la accién indirecta de enzimas
catabélicas que actuan ain a temperaturas de refrigeracién (5).
Paralelamente, ocurre la degradacién autolitica (con enzimas nativas del

pescado) de nucledtidos, desde ATP hasta llegar a dcido drico de acuerdo con



la siguiente secuencia:

ATP —> ADP —> AMP —> IMP —> Hx —> x —> Ac, frico.

Donde Hx y x indican Hipoxantina y xantina respectivamente.

En consecuencia, los métodos comerciales existentes se basan en la
determinacién de compuestos intermedios. Al ser productos de reacciones
enzimdticas, su concentracién depende tanto del tiempo como de la
temperatura y por lo tanto se relacionan con el grado de deterioro o el nivel

de frescura.

Los métodos enzimdticos establecidos actualmente brindan una marcada
ventaja sobre los métodos analiticos convencionales en la determinacién de
frescura en pescado y productos marinos gracias a su alta especificidad; en el
presente trabajo se utiliza la capacidad de la enzima trimetilamina
deshidrogenasa para convertir estos sustratos directamente de la fase gaseosa
partiendo de la siguiente hipdtesis: Si la enzima es capaz de degradar dichos
sustratos y puede ser cuantificable por medio de andlisis espectrofotométricos
se podria utilizar como medida directa en la determinacion de frescura en

pescado.

Debido a que la enzima no es comercial y tomando en cuenta las limitaciones
y dificultades que presentan los microorganismos productores de la misma, en
este trabajo se pretende realizar una seleccién de microorganismos fuente de

TMADH y establecer sus condiciones éptimas de cultivo.



OBJETIVO GENERAL

El presente trabajo se inscribe dentro de un proyecto global cuyo objetivo es
el desarrollo de un método enzimdtico simple, basado en trimetil-amino
deshidrogenasa, para la determinacién rdpida, confiable y econémica de la

frescura en productos marinos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

- Evaluar diferentes bacterias de coleccién como fuente de la enzima
trimetil- amino deshidrogenasa.
- Determinar las condiciones éptimas de cultivo que promueven una alta

productividad de la enzima.



II. ANTECEDENTES

En la literatura se encuentran reportados diversos métodos para la
valoracién de aminas en pescados y productos marinos. En 1974 se desarrollé
una técnica para la estimacién de aminas volitiles en pescado utilizando
sensores de gas (27). El principio en que se basa este estudio es la
determinacién de la base total de nitrégeno voldtil BTNV) como indicador de
frescura. El sensor de gas consiste en un sistema electrénico que muestra una
relacién lineal entre el cambio de voltaje en el sensor y la concentracién de
aminas. Este método ademds de marcar el grado de deterioro del pescado
permite determinar las concentraciones de TMA y DMA por separado. Sin
embargo, no es de alta precisién y requiere forzosamente de un extracto 4cido
de pescado obtenido a través de manipulaciones varias sobre el cual se realiza
la medicién. La sensibilidad y la vida itil del sensor son considerablemente

reducidas.

Un método para la determinacion analitica de trimetilamina es el conocido
método de Dyer que data de 1945 modificado por Tozawa (28). La
determinacién es basada en la reaccién de la TMA con dcido picrico para la
formacién de una sal que permite su evaluacién colorimétrica en fase acuosa.
Desafortunadamente el gdcido picrico reacciona con aminas primarias,
secundarias y terciarias, ademds de ser un reactivo altamente flamable que

puede detonar si se expone al calor.

De mads reciente implantacién son los métodos enzimdticos basados en el uso

de trimetilamina deshidrogenasa (TMADH) que puede acoplarse a la reaccién
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de un compuesto cromdéforo. La coloracién final puede entonces relacionarse
con el contenido de TMA por espectrofotometrfa. El método es especifico para
TMA, no presenta interferencias y permite la evaluacién con equipo simple de
laboratorio. El primer reporte se realizé en 1975 con un método enzimético
para la microestimacién de TMA (16) empleando TMADH extraida y
purificada de Hyphomicrobium vulgare. Es un método sensible y especifico
que permite la determinacién de concentraciones micromolares de amina. Sin
embargo, es lento y puede presentar interferencias por la presencia de otras
enzimas del sistema. Posteriormente se realizaron estudios en donde se
encontré una excelente correlacién entre el método del 4cido picrico y las
técnicas espectrofotométricas. Esto trae como opcién el uso de una prueba
visual semicuantitativa que permite apreciar un cambio de color en el sistema
sin necesidad de utilizar instalaciones de laboratorio (30). Este mismo grupo
de investigacién desarrollé una prueba de diagndstico para determinar TMA
en extracto de pescado basdindose en un papel indicador impregnado de
enzima, colorante y el resto de los componentes. La tira de papel se sumerge
en el extracto acuoso de pescado y produce un resultado visual cualitativo en

menos de 5 minutos (29).

Este tipo de biosensores enzimdticos presenta ciertas limitaciones,
destacando que la enzima utilizada (TMADH) no esti comercialmente
disponible. El microorganismo productor de la enzima (Hyphomicrobium sp)
no es ficil de crecer, presenta requerimientos nutricionales complejos, una
baja tasa de duplicaciéon y manipulacién delicada (21). Eliminar estas

limitantes aumentaria notablemente su implementacién prictica.



En relacién a nuevas metodologfas analfticas, en 1989 se desarrollé un
método colorimétrico para andlisis enzimdtico de gases, como por ejemplo
vapores de etanol y formaldehido, utilizando alcohol oxidasa obtenida de
levaduras (4). El sistema se compone de alcohol oxidasa, peroxidasa y dicloro-
fenol-indofenol (DCFIF) como indicador de color. El proceso consiste en
descomponer el etanol en acetaldehido y peréxido de hidrégeno por
intermediacién enzimética seguido de la oxidacién del DCFIF con peroxidasa
que resulta en un cambio de color. Los resultados se evaluan por medio
de un espectrofotémetro midiendo la intensidad de color azul del sistema.
Este método es rdpido, tiene una alta sensibilidad y permite el andlisis directo
de compuestos presentes en gases y vapores. En principio, este sistema podria
emplearse para la determinacién de vapores de TMA emitidos por productos
marinos en descomposicién. Para ello, sin embargo, es menester contar con
una fuente apropiada de la enzima TMADH, asi como garantizar su

produccién de manera econémica.

La enzima TMADH ha sido detectada y estudiada, segiin se desprende de
una variedad de reportes cientificos. A continuacién se presenta una revisién
de los articulos mds relevantes. En 1971 fue aislada de la bacteria 4B6 (8).
Estudios electroforéticos reflejaron un peso molecular aproximado de 160,000
daitons ademss de encontrar que esta proteina puede estar compuesta por dos
polipéptidos con un peso molecular aproximadamente entre los 70,000 y
80,000. La enzima alcanza su mdxima absorbancia a los 433 nm. Su pH
6ptimo es de 8.5 y su temperatura Gptima oscila entre los 30° y 35°C. La
trimetilamina deshidrogenasa (TMADH) comprende una elevada proporcién
en la proteina total soluble, llegando a cerca del 3% de la masa celular
obtenida (9).



En un estudio mas reciente se aislé la enzima trimetilamina deshidrogenasa
(TMADH) de una bacteria Gram negativa, facultativa y metilétrofa; la
bacteria W3A1 (19). Se encontré que el agente de transferencia electrénica es
una flavoproteina (ETF) y que in vivo el aceptor es la trimetilamina

deshidrogenasa.
TMADH + 2 ETF-H, ——» TMADH-H, + 2 ETF

Con base en esta transferencia se determiné la actividad enzimdtica de la
TMADH utilizando fenazina metosulfato (FMS) como oxidoreductor (25) y
Dicloro-fenol-indofenol (DCFIF) como aceptor final e indicador de color (19)

de acuerdo con la siguiente reaccién:

(CH;);NH + H,0 —————————» (CH,),NH, + HCHO
TMADH »TMADH-H,
D N
ETF—! L—»E’IF—H;
D W R
FMS—I__—‘L—~—>FMS—HZ
T
DCFIF—T_——L—mcpm-H:

(colorido) (incoloro)

También se determiné que l]a TMADH de la bacteria W3A1 es inhibida
‘por acetaldehido, etilamina, dietilamina, y por cloruro de tetrametilamonio.
Ademds esta sujeta a inhibicién por iones de Cu**, Co**, Ni*, Hg*, Ag*, por

cloruro de tetrametilsulfonio y otras aminas cuaternarias.

La enzima es estable por aiios si se almacena a -20°C en una solucién al 20%
de etilen glicol. La m:dxima velocidad de reaccién estd en un rango de 1.1 a

1.4 unidades internacionales por mg de enzima; Las constantes de Michaelis
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(24) para TMA son: K, =2.0 uM, K; s = 0.42 mM; y para DMA son: Ky,
= 1.4 mM y K5 =0.56 mM.

Los microorganismos productores de la trimetilamina deshidrogenasa pueden
ser bacterias o levaduras. Dentro de las bacterias se encuentra el Género
Hyphomicrobia capaz de desarrollarse en sustratos que contengan compuestos
de un sélo carbono y NH, como fuente de nitrégeno. Existen dos especies
capaces de desarrollarse en TMA como fuente de carbono que son:

Hyphomicrobium vulgare e Hyphomicrobium methylovorum.

Dentro de la morfologia del H. vulgare la célula madre presenta forma
ovalada con una hifa corta, permitiendo la gemacién en la punta de la hifa,
formando un dngulo de 90°. Presenta una longitud de 0.6 a 5.0 ym. y un
ancho de 0.5 a 1.0 um. No forma racimos pero se aglomera formando una
pelicula en la superficie del liquido. Este crecimiento no ocurre en la superficie
del vidrio cuando es expuesto a la luz. En medio sélido Jas colonias son café
grisdceas, brillantes, de superficie irregular con pliegues y a menudo con

anillos concéntricos muy cohesivos.

H. vulgare es un microorganismo aerobio cromo-organotréfico,
oligocarbofilico. Presenta un buen crecimiento en metanol, hidrocloruro de
metilamina, formamida, orina humana diluida, dimetilamina, trimetilamina
y acetamida. Su crecimiento es bajo principalmente en etanol, glicerol y
bactopeptona. Como fuente de nitrégeno utiliza NH,*, NO; y urea. Es
inhibido por kanamicina, neo-micina, tetraciclina, eritromicina y
estreptomicina (26). Presenta un buen crecimiento en NaCl al 3.5%. Su rango

de temperaturas es de 5° a 45° C y un pH 6ptimo de 6.5 a 7.5; es inhibido



por la luz visible; es citocromo oxidasa y catalasa positivo; no licua la gelatina

y presenta un porcentaje molar de Guanina y Citosina de 64.1% (26).

La cinética de crecimiento para Hyphomicrobium X (21) se determiné tanto
en condiciones aerobias como anaerobias encontrando que el crecimiento es
mayor en condiciones aerobias. En anaerobiosis la concentracién de nitritos
acumulados durante el desarrollo es inhibitoria de la TMADH y produce un

desarrollo del microorganismo mucho mis bajo.

La bioquimica de los microorganismos metilétrofos facultativos (7) presenta
dos vias metabdlicas que involucran a varias enzimas, segiin se describe a

continuacién:

T
a(2)
Trimetilamina N~6xido

(1)
H:0<J La asimilacién
2H+0, v de Cl es por
ribosa fosfato
TRIMETILAMINA

H.0 ] (3)
H, « v v
T » Formaldehido «
» Dimetilamina r H,0
(6) [b H,
2H+0, ] (4)
H 0« > v
v Formato
Metilamina
A (7) » 2H
—
v ‘—s CO,
Asimilacién
H,0 (5
H, «
v
Amonio

Enzimas: (1) TMA mono oxigenasa; (2) TMA-N 6xido demetilasa;
(3)TMADH; (4) DMA mono oxigenasa; (5)amina primaria deshidrogenasa;
(6) formaldehido deshidrogenasa; (7) formato deshidrogenasa, (ref. 22).
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Con base en esto, la ruta metabélica del Hyphomicrobium X en aminas

metiladas es la oxidacién de la TMA por la deshidrogenasa.

La morfologia del Hyphomicrobium methylovorum presenta células madre
con flagelos mono o bipolares; la motilidad de las colonias se lleva a cabo por
flagelos laterales. En medio sélido sus colonias son blancas amarillentas,

circulares, convexas, lisas y brillantes.

Es un microorganismo aercobio, aminopeptidasa positivo, indol (-), H,S (-),
y catalasa (+). Utiliza como fuente de carbono metanol, metilamina,
dimetilamina y trimetilamina. Presenta un crecimiento pobre en formato y
formamida. Utiliza como fuente de nitrégeno, NH,"* y l-glutamina. Su rango
de temperaturas es de 14° a 33°C, tiene un pH éptimo de 7.0 y no requiere

vitaminas. (26).

Por otra parte se han realizado estudios para determinar el metabolismo de
levaduras metilétrofas y no metilétrofas en metilaminas. Se ha encontrado la
presencia de amino oxidasa que cataliza la oxidacién de metilaminas con el
oxigeno molecular degraddndola hasta NH, y peréxido de hidrégeno (12).
También se encontré que Candida utilis y Hansenula polymorpha en medio de
sales de amonio como fuente de nifrégeno presentan una elevada actividad de
la amino-oxidasa. Un camino posible dentro del metabolisme de la levadura

es el siguiente (12):

11



2(CH,) N*

NAD(P)H—» (—» 2HCHO !
«—0,

2(;:)1,),“’

NAD(P)H—» |—» 2HCHO

«—0,;

v
2CH,NH,

L
v » 2H,0,

2NH, + 2HCHO

La habilidad para utilizar etilamina u homélogos mas grandes depende de
Ia velocidad de adaptacién para desarrollarse en aminas metiladas. Se ha
reportado el uso de etilamina y aminas mds grandes como DMA y TMA por

algunos géneros de levaduras como Pichia y Hansenula (15).

Las levaduras son generalmente incapaces de crecer en medio de
metilaminas como tinica fuente de carbono y energia. Sin embargo algunas
especies pueden utilizar estos compuestos como fuente de nitrégeno para su
crecimiento. En el caso de C. utilis y H. polymorpha, estas especies tienen un
buen crecimiento en medio de glucosa como fuente de carbono y metilamina
como fuente de nitrégeno y est:in asociadas con la sintesis de H,0, producidos

por la oxidasa; sin embargo su crecimiento es demasiado lento (31).

Todo indica que las enzimas involucradas en el metabolismo de aminas
metiladas por levaduras son del tipo oxidasa presentando un catabolismo
totalmente diferente al de las bacterias. De igual forma que las

deshidrogenasas, las oxidasas también son especificas para cada amina.
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HI. PARTE EXPERIMENTAL

3.1 DIAGRAMA:

REHIDRATACION DE CELULAS
LIOFILIZADAS

|

v
OBSERVACIONES

OBSERVACIONES
MICROSCOPICAS |« ADAPTACION » | ESTEREOSCOPICAS

v

CONTROL DE |« m » | CONTROL
TEMPERATURA

DE pH

v
MATRACES --—{ SINTESIS DE ENZIMA }—» TANQUE DE
AGITADOS FERMENTACION

v

PROTEINA |«—————— DETERMINACION DE |-—————»| ABSORBANCIA
SOLUBLE CRECIMIENTO

T

v

PREPARACION DE
ENZIMA

T
v

DETERMINACION DE
ACTIVIDAD ENZIMATICA

)3



3.2 MATERIALES Y METODOS

3.2.1 CRECIMIENTO CELULAR:

Los microorganismos estudiados se obtuvieron de la National Collection
of Industrial and Marine Bacteria LTD, Aberdeen, Escocia, y del Institute for
Fermentation en Osaka, Japén. Estos fueron rehidratados dentro de una
campana de flujo laminar con un medio de sales minerales estéril, e incubaﬂos
en estufa a 30°C utilizando placas con medio solidificado y tubos de rosca con
medio liguido igualmente estériles. Se rastreé su crecimiento por observaciéon
de células en microscopio de alta resolucién marca Carl Zeizz y sus colonias

por medio de un estereoscopio de la misma marca.

Las fermentaciones se llevaron a cabo en incubadoras de agitacién
orbital (EDISA-COMIT y New Brunswik Scientific) con temperatura
controlada. Las fermentaciones de mayor capacidad se realizaron en un
fermentador New Brunswick Scientific Bio Flo modelo C-30 con capacidad

para 500 ml, esterilizado en autoclave a 15 Ibs de presién.
Para la determinacién del crecimiento por absorbancia se utilizé un

espectrofotémetro marca Bausch and Lomb Modelo 20 a una longitud de onda
de 433nm.

14



PROCEDIMIENTO:

REHIDRATACION DE
CELULAS LIOFILIZADAS

v
OBSERVACIONES «— ADAPTACION |—» OBSERVACIONES
MICROSCOPICAS ESTEREOSCOPICAS

- v
CONTROL DE «

‘ FERMENTACION l et CONTROL
TEMPERATURA | DE pH

v

DETERMINACION DE
CRECIMIENTO POR
ABSORBANCIA Y
PROTEINA

3.2.2 METODOS ANALITICOS.

PROTEINA SOLUBLE por el método de Lowry (17), modificado por
Peterson, (23).

15



SOLUCIONES:

1.- DOC: Deaxicolato de sodio al 0.15%

2.- TCA: Ac. tricloracético al 75%

3.- BSA: O-Albiimina 0.5 g/ml (stock)

4.- SDS: Lauril sulfato de sodio al 10%

5.- Solucién de NaOH 0.8N

6.- CTC: Solucién de carbonato-suifato de cobre-tartrato

a) Sol. de carbonato de sodio al 20%

b) Sol. de tartrato de sodio al 0.4% en 50 ml de agua destilada.

c) Sol. de sulfato de cobre al 0.2% en 50 ml de agua destilada.

Mezclar la sol. b) y ¢) lentamente. Para utilizarse en el momento
mezclar la sol. a) con la mezcla de las sol. b) y ¢) en partes iguales.

Reactivo A: Mezclar cantidades iguales de las soluciones stock: CTC,

NaOH, SDS.

Reactivo B: 1 volumen del reactivo de Folin-Ciocalteau-Fenol comercial

(Merk) por 5 voliimenes de agua destilada.

16



PROCEDIMIENTO:

MUESTRA DE 5-100 yg
DE PROTEINA EN 1 m
DE AGUA DESTILADA

v

ARADIR 0.1 ml DE DOC J

REPOSAR 10 MIN.

|

REPOSAR DE 5 A 10 MIN.

)

v

[ ANADIR 0.1 ml DE TCA 1

CENTRIFUGAR
A 3,000 g/15 MIN.

l

v

RESUSPENDER
EL PRECIPITADO EN
1 ml DE AGUA DESTILADA

[

v

ANADIR 1 ml DE
LA - SOLUCION A,
REPOSAR 10 MIN A 20°C

1

v

ANADIR 0.5 ml DE LA SOLU-
CION B, DEJAR REPOSAR DE
30 MIN. A 2 HRS,

l

v

LEER ABSORBANCIA A 750 nm
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FUNDAMENTO:

Cuantificacién de protefna a partir de dos reacciones:

a)Reaccién de Biuret: (interaccién de la protefna con el reactivo ciiprico
formando un complejo colorido).

Se basa en la cuantificacién de enlaces peptidicos y su interaccién con
la sal ciprica formando un complejo colorido, el cual presenta mdxima
absorcién entre 740-760 nm.

b)Reaccién fosfomolibdico-fosfotiigstico con tiresina y triptofano

presentes en la proteina-cobre (donador de electrones).

3.2.3 EXTRACCION DE LA ENZIMA

Ya que la enzima trimetilamina deshidrogenasa es intracelular,
suspender el material celular en buffer de fosfatos (10) y pasar a través de un
homogeneizador marca KIKA-WERK durante 6 sesiones de 30 seg para
romper las células. Entre cada sesién, mantener la suspensién en hielo a 2°C

para evitar la inactivacién de la enzima por sobrecalentamiento.
La muestra homogeneizada se centrifuga a 10,000 rpm durante 15 min

a 2°C; la enzima trimetilamina deshidrogenasa se encuentra en el

sobrenadante obtenido.

18



PROCEDIMIENTO:

[ PAQUETE chuu\nJ

v

SUSPENDER EN
1 ml DE BUFFER

=

v

HOMOGENEIZAR LA
MUESTRA DURANTE

6 SESIONES DE 30 SEG
CADA UNA A 2°C

v

CENTRIFUGAR A
10,000 rpm
DURANTE 15 MIN

v

SEPARAR EL SOBRENADANTE
CON LA ENZIMA
TRIMETILAMINA DESHIDROGENAS

3.2.4 ACTIVIDAD ENZIMATICA

a) TRIMETILAMINA DESHIDROGENASA (TMA-DH)

La actividad de la TMA-DH se midié de acuerdo con la metodologia
descrita por Colby y Zatman (7). Una unidad de enzima se define como la
cantidad que se requiere para catalizar la reduccion de un umol de 2,6
dicloro-fenol-indofenol (DCFIF) por minuto a pH 7.5 utilizando hidrocloruro

de trimetilamina (TMA-HCI) como sustrato.
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Los reactivos empleados fueron:

1) Metasulfato de fenacina (MSF) el cual es un aceptor y acarreador de
electrones; presenta un tono amarillo cuando esta oxidado e incoloro cuando
esta reducido, pero en algunas ocasiones se observa la formacién de

semiquininas de tonalidad verde.

El compuesto reducido es rdpidamente oxidado por oxigeno, adem4s de

ser inestable a la luz (expuesto a Ia luz solar se descompone en 5-10 min.). -

2) 2,6-Dicloro-fenol-indofeno! (DCFIF) cuando estd oxidado presenta un
color azul a pH neutro y a pH 4cido un color rosa; cuando estd reducido es
incoloro. Se emplea como acarreador de electrones. Este compuesto es estable
por algunos aios almacenado en la obscuridad y en estado sélido.

3) Buffer de fosfatos de pH 7.5, 0.2M.

4) Hidrocloruro de trimetilamina (TMA-HCI).

Para la determinacién de la trimetilamina se siguié el siguiente
protocolo: En 2.5 ml de solucién adicionar 0.3 mmol de buffer de fosfatos de
pH 7.5; 0.12 pmol de 2,6 DCFIF; 6 umol de MSF, extracto crudo
homogeneizado y 10 pmol de TMA-HCI. Leer a 600 nm a un tiempo
predeterminado. Incubar la muestra a 25°C y para evitar la oxidacién de la
mezcla de reaccién se burbujea con nitrégeno durante 1 minuto, antes de

adicionar el sustrato.
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PROCEDIMIENTO:

En 2,5 ml DE SOLUCION
ADICIONAR:
0.12 mmol DE DCFIF
6 umol DE MSF
0.3 umol DE BUFFER

l

v

ARADIR 0.5 ml DE LA
SOLUCION DE ENZIMA

v

BURBUJEAR CON NITROGENO
DURANTE 1 MIN.

v

ANADIR 10 umol DE
TMA-HC1

v

LEER ABSORBANCIA
A 600 nm

b) MALICO-DESHIDROGENASA.

La actividad de esta enzima se determiné de acuerdo con Segel (24)

utilizando NAD+ como agente oxidante.

Para la estimacién del dcido oxalacético se utiliz6 el siguiente método:
En 2.5 ml de solucién adicionar los siguientes reactivos: 0.05 mmol de NAD+;
0.12 pmol de DCFIF; 6.0 umol de MSF; 30 ul de solucién de enzima y 6 umol
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de dc. mdlico. La reaccién se inicia al momento de adicionar el sustrato (dc.

mdlico). Leer en un espectrofotémetro a una longitud de onda de 600 nm.

PROCEDIMIENTO:

En 2.5 ml DE SOLUCION
ADICIONAR:

0.05 mmol DE NAD+

6.00 umol DE MSF

0.12 umol DE DCFIF

7
v

ANADIR 30 ul DE LA
SOLUCION DE ENZIMA

T
v

ANADIR 6.00 pumol
DE AC. MALICO

T
v

LEER A 600 nm

MEDIOS DE CULTIVO

A:Colby y Zatman (7)

K,HPO, 1.2¢
KH,PO, 0.62¢g
CaCl,.6H,0 0.05g
MgSO,5H,0  0.20g
NaCl 0.10g
(NH,),SO, 0.50g

CuSO,.5H,0 5.0ug
MnSO,.5H,0  10.0xg
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Na,M00,2H,0  10.0xg

H,BO3 10.0ug
ZnSO,.7H,0 70.0ug
CoCl,.6H,0 5.0ug
Agua destilada 1.01
TMA-HCI 0.1%
Agar bacterio-

légico 20.0%

B: Kanamanrii (14)

Na,HPO, 1.8g
KH,PO, 1.2g
MgSO,.7TH, 0.4g
KNO, 1.0g
FeCl,.6H,O 5.0mg
CuCL-2H,0 0.3mg

ZnS0O,.7H,0 0.1mg
CuSO,.5H,0 0.2mg

MnSO,.H,0 0.1mg
CoCl,.6H,0 0.2mg
Biotina 2.0ug
Tiamina 400.0ug
TMA-HCI 10.0 mM
Agar bacterio-

légico 20.0%
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C: Mezcla de Vitaminas:
(Colby y Zatman; (7))

Hidrocloruro de tiamina 0.5mg

Pantotenato de calcio
Ac. nicotfnico
Biotina

Riboflavina

Vit. B,

Ac p-amino benzoico
Ac. félico
Hidrocloruro de
piridoxal

0.5¢g
0.5mg
1.0ug
0.5mg
2.5ug
10.0pg
10.0pg

2.0mg

D: Medio completo desproteinado de extracto de malta

(Eger y Eden; (11))

Extracto de malta
Agua destilada
CaCl,

TMA-HCI

E: Medio 233; IFO

(NH),HPO,

NaCl

MgSO,.7H,0
FeSO,.7H,O

MnSO,

MEZCLA DE VIT.
AGUA DESTILADA
TMA-HCI

20.0g
250.0ml

14¢g

0.1%

3.0g
1.0g
0.2g
10.0mg
5.0mg
5.0ml (indicada arriba)
1.01
0.1%

24



IV. RESULTADOS Y DISCUSION.

En la primera parte del estudio el microorganismo empleado
correspondio al 11052 del catdlogo de la NCIMB (National Collection of
Industrial and Marine Bacteria LTD, Aberdeen Escocia); conocido como
Hyphomicrobium aestuarii. Otros autores reconocen este microorganismo como
Hyphomicrobium vulgare NQ 521 con el mismo mimero de catilogo de la
NCIMB (16).

Se emples como medio de rehidratacién y cultivo el medio Colby y Zatman.
El microorganismo en medio liquido no produjo turbidez pero presenté una
pelicula opaca en la superficie; ésta con agitacién se precipité y se aprecié la
formacién de una especie de goma. Las observaciones al microscopio
permitieron, inicamente, detectar pequeias células hialinas con una longitud

aproximada de 0.5 micras.

En el mismo medio solidificado con agar y después de un tiempo de
incubacién de 192 horas, se observé un crecimiento pobre con colonias café
amarillentas lisas. Sin embargo, después de un periode de adaptacién
prolongado y varias resiembras, el microorganismo logré desarrollarse mejor

en este medio.

Para la primera fermentacion en matraces se realizé uwn pre-inéculo
utilizando el medio de cultivo Kanamaré. La cinética de crecimiento
observada, reportada como las variaciones en absorbancia a’433 nm se
presenta en la Figura 1. Comparando las absorbancias con las observaciones
microscdpicas se confirma que el microorganismo mostré un desarrollo pobre

y una etapa de extincién anticipada ya que su mdximo crecimiento ocurrié a
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los tres dfas seguido de una reduccién notable (21). Si bien la dispersién en las
determinaciones fue grande, la tendencia observada fue confirmada en

matraces independientes.

Con el objeto de promover la propagacién de! microorganismo, para la
segunda fermentacién se tomé el in6culo directo de las cajas sin hacer pre-
in6culo, realizdndose éste por azada (1) y por adicién de cubitos de agar (2)
obtenidos de la placa. Se prepar6 un matraz con medio de cultivo Kanamari
(A) y dos con medio Colby and Zatman (B) enriquecido con la mezcla de

vitaminas (Colby y Zatman). Los resultados se presentan en la Figura 2,

Se observan concentraciones de células similares para los dos medios. Sin
embargo, se observé un crecimiento notable en la superficie de los cubitos de
agar empleados como vehiculo de inoculacién y por lo tanto de biomasa neta

en el cultivo sumergido.

De acuerdo con las observaciones microscépicas el nimero de células
aumentaba periédicamente. Sin embargo, haciendo una comparacién con las
absorbancias reportadas, aparentemente el microorganismo presenté un
desarrolio pobre; con base en esto se realizo un barrido de absorbancias
encontrando que el rango 6ptimo estd entre 420 y 450 nm, comprobando asi

que la longitud de onda utilizada es la adecuada.
La siguiente fermentacién se realiz6 inoculando directamente con cubitos de

agar y se desarroll6 la prueba de Lowry (17) para determinacién de proteina

soluble, como pardmetro adicional indicative del crecimiento.
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Los medios de cultivo empleados se citan a continuacién:

a) Medio mfnimo Colby and Zatman,

b) Medio completo de extracto de malta desproteinado

Los resultados para esta fermentacién se indican en las Figura 3 y Figurad,

De acuerdo con estos resultados, aparentemente hubo mejores resultados
en el medio completo, pero en la Fig 4 la absorbancia y los ug de proteina no
presentan congruencia ya que la absorcién reportada en los 3 iltimos dias

muestra una etapa de extincién mientras que la proteina va en aumento; en

cambio la grifica de medio minimo (Fig 3) si presenta similitud entre ellas.
Puede ser que la naturaleza del medio completo haya presentado interferencias

en las determinaciones turbidimétricas.

Por otro lado las observaciones microscépicas mostraron un buen desarrolio
del microorganismo durante la fermentacién. Esto demuestra que la
determinacién de crecimiento por absorbancia no es confiable. Probablemente
lo hialino de sus células y su distribucién heterogénea en el medio, atin con
agitacién constante, contribuyen de manera importante a invalidar este

método.

La siguiente fermentacién se realizé sin medir ningiin pardmetro de
crecimiento; inicamente se evalud la actividad enzimatica de Trimetilamina
deshidrogenasa (7) al sexto dia de fermentacién, encontrando no detectable

esta actividad. Es posible que el microorganismo produzca oxidasas como en-
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zimas degradadoras de la trimetilamina como fuente de carbono permitiendo
asf su desarrollo. Sf es ésta la causa, serfa necesario montar técnicas
evaluatorias de esta enzima; sin embargo, para los fines de este estudio resulta

conveniente encontrar bacterias productoras de TMA deshidrogenasa.

En consecuencia, se estudié otro microorganismo conocido como
Hyphomicrobium methylovorum IFQ ( Institute for Fermentation, Osaka)
14180, KM-146 (1480) capaz de desarrollarse en medio de TMA-HCI como
fuente de carbono (26). Se utilizé el medio de crecimiento No. 233 del IFO.

El microorganismo en medio liquido se desarrollé adecuadamente en 120
horas formando una pelicula en la superficie y un precipitado de color rosa
sin enturbiar el medio. En medio sélido se observaron colonias lisas, rosas,
brillantes teniendo un mejor crecimiento y un tiempo de adaptacién mucho

mds corto, en comparacién con el microorganismo anterior.

Las observaciones microscépicas indicaron la presencia de células con una
longitud promedio de 1 micra, con una coloracién rosa y la presencia de una
pelicula transparente semejante a una goma alrededor de algunas colonias.
La primera fermentacién en matraces se realizé con los siguientes medios de
cultivo:

A: Medio minimo (233,IFO)

B: Medio completo desproteinado (11)

El indéculo se realizé por azada directo. de las cajas. Los resultados de
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crecimiento obtenidos por absorbancia se presentan en la Figura 5. Sin

embargo, de nuevo, no se detecté actividad enzimdtica de TMADH,

Para comprobar si el método analitico funcionaba apropiadamente, el MSF
y el DCFIF se evaluaron con dcido ascérbico para reducirlos y con KMnO,

para re-oxidarlos y ambos funcionaron correctamente.

Por su parte, el crecimiento del microorganismo fue favorable y la densidad
celular concordé con las observaciones microscépicas realizadas durante la
fermentacién; con base en esto, el motivo por el que la actividad enzimética
era no detectable podria deberse al bajo niimero de células cultivadas y por
consiguiente a una minima concentracién de enzima, inferior al umbral

requerido por el método.

Buscando una mayor biomasa celular se decidio efectuar el cultivo en
fermentador. El medio de fermentacién empleado fue el medio minimo IFO
con TMA-HCI como fuente de carbono y (NH,),HPO, como fuente de
nitrégeno, utilizando un fermentador New Brunwick de 500 ml con los
siguientes pardmetros de operacién:

Temperatura 30°C

Agitacion 400 rpm

Aereacién 1.0 vvm

Tiempo de fermentacion: 46 hrs.

pH del medio 7.0

Con el fin de cosechar un mayor niimero de células, el pre-inéculo se realizé
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haciendo 6 resiembras y de ésta ltima se tomaron 30 ml para inocular. En
este caso, para la determinacién de actividad enzimdtica el rompimiento
celular se realizé por:

a) Homogeneizador.

b) Mortero con perlas de vidrio.

¢) Sonicador.

El preinéculo se hiz6 con el fin de aumentar el mimero de células pero se
observé que conforme aumentan las resiembras disminuye la concentracién de
éstas. Es probable que esto se deba a que la resiembra se hizé durante la fase
de acostumbramiento lo que impide que el microorganismo se desarrolle
normalmente, volviendo a reiniciarse esta fase en cada resiembra.
Consecuentemente, ninguna muestra obtenida del fermentador a lo largo del

experimento presenté actividad enzimadtica.

De nuevo se rectific6 el método analitico para la actividad enzimdtica
encontrando que el FMS se descompone por la oxidacién del aire en 5 minutos
aproximadamente, dando una coloracién verde, resultado de la formacién de
semiquinonas. Esta coloracién verde enmascara probablemente la actividad,
si es que existe, ya que Ia combinacién del DCFIF (azul) y FMS (amarillo) da
una tonalidad verde obscuro, pero el FMS descompuesto da una tonalidad
semejante.Esto se concluyé al observar una tonalidad verde en soluciones de

FMS a pesar de burbujear nitrégeno previamente para evitar la oxidacién.
Intentando probar la validez del método usado para evaluar la actividad

enzimdtica se probé la enzima comercial mdlico deshidrogenasa de acuerdo

con la siguiente reaccién (13):
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enzima
Ac. mflico ————————————» Oxalacetato

s L, naom
I
ms 4 L. FMSH,
D TR
perrr I Lo, DCFIFH,

(colorido) (incoloro)

La reaccién se llevé a cabo en fracciones de segundo, comprobando asf que
la técnica es efectiva y procede mucho mds rdpido que la oxidacién del FMS

con oxigeno del aire.

31



A

ABSORBANCIA @ 433 nm
=
o
Y

0.08

o
o
)

o
o
X

FIGURA 1: CURVA DE CRECIMIENTO:

Primera fermentacion

TIEMPO (DIAS)
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v. CONCLUSIONES.

Los compuestos de un sélo carbén permiten el desarrollo de un grupo
selecto de microorganismos llamados metilétrofos; entre ellos se encuentra el
género Hyphomicrobia capaz de utilizarlos como inica fuente de carbono y
energfa. Sin embargo se observé un crecimiento lento y escaso ya que es
necesario un perfodo de incubacién de 5 a 7 dias para lograr su mdximo

desarrollo.

Otros problemas complican el cultivo. Por ejemplo, algunas especies de
este género como la aestuarii son inhibidas por la luz visible lo que hace mis
dificil su crecimiento. El fin con el que se desarrollé este género fue la

obtencién de la enzima trimetilamina deshidrogenasa.

Con base en esto, tanto el Hyphomicrobium aestuarii como el
methylovorum fueron cultivados en un medio de sales minerales utilizando

como tinica fuente de carbono trimetilamina.

Para que los microorganismos pudieran desarroliarse en este medio fue
necesaria la induccién de enzimas degradadoras del sustrato. Sin embargo,
estos microorganismos presentan dos vias metabdlicas, dando la posibilidad
de tomar la via de las oxidasas permitiendo la degradacién del sustrato y por
consiguiente su desarrollo. Si fue ésta la via, las técnicas para actividad

enzimdtica fueron inadecuadas.

Por otra parte, la escasa concentracién de células cosechadas podria
dificultar su deteccion si es que hubieran tomado la via de las deshidrogenasas
Yy por esta razén la actividad enzimdtica resultaria no detectable con el método

usado.
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Recientemente otros autores purificaron la bacteria W3Al1 (clasificada
como Methylophilus pero no se ha reconocido legitimamente este género)
encontrando que tiene un buen crecimiento en aminas metiladas como fuente
de carbono y produciendo trimetilamina deshidrogenasa como enzima
degradadora (19). Esta bacteria se desarroll6 en jarras de fermentacién con
capacidad de 12 litros con aereacién constante, alcanzando una densidad
éptica de 0.9 en 16 a 20 horas. El rendimiento fue de 20 a 22 g de células, lo
que permiti6 aislar una concentracién de enzima significativa para su estudio.
A pesar de ajustar los cultivos a condiciones ambientales similares, las
densidades microbianas obtenidas con las cepas de coleccién empleadas fueron

sensiblemente menores.

Tomando en cuenta la cantidad de medio utilizado para el niimero de
células cosechadas es posible que los microorganismos estudiados en el
presente trabajo necesiten de una cantidad similar de medio para poder
obtener una concentracién de células que permita detectar actividad

enzimatica.

Con base en esto se podria determinar cual es su via metabélica. Si
utilizan la via de las oxidasas se necesitaria encontrar los mecanismos para
bloquearla y obligar a la bacteria a iniciar la via de las deshidrogenasas o bien
encontrar técnicas que permitan cuantificar sus productos de reaccién ya sea

por otros reactivos cromoféricos, por técnicas cromatogrificas, o similares.
Por otro lado si tomaran la via de las deshidrogenasas seria mucho m4s

sencilla su deteccién y se podria aislar una cantidad suficiente de ellas para

caracterizarlas.
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Otra opcién son las levaduras y en particular algunos géneros como
Pichia, Hansenula y Candida que pueden utilizar aminas metiladas como
fuente de nitrégeno (12). Pero de igual manera se necesitarfa encontrar un
método de identificacién que indique concentraciones de productos de

reaccion.

Las levaduras presentan condiciones mds simples de crecimiento, son
mds readaptables que las bacterias, mds se necesitarfa estudiar cual es
realmente su metabolismo para poder identificar el tipo de enzima que

produce.

El camino mds adecuado seria montar técnicas de fermentacién con
mayor capacidad para desarrollar las bacterias productoras de la enzima
trimetilamino deshidrogenasa, por su capacidad de sintetizarla. Esto bajo la
base que esta enzima es crucial para los fines de la linea de investigacién a

la cual pertenece este estudio.

Del presente estudio se desprenden las siguientes recomendaciones:

1- Montar técnicas de fermentacién para mayor capacidad (Minimo 12
litros).
2-  Resembrar las cepas periédicamente para evitar su envejecimiento

(maximo 1 mes).
3-  Utilizar pre-inéculos con un periodo de incubacién de 3 dias.
4- Evaluar otras técnicas para determinacién de crecimiento.

5-  Rectificar la técnica para actividad enzimdtica de deshidrogenasa.
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Comprobar las técnicas de rompimiento celular con observaciones
microscépicas.

Determinar TMA y DMA por cromatografia de gases para comprobar
con el método analitico.

Montar técnicas para determinacién de actividad enzimética de
oxidasas.

Desarrollar la bacteria W3A1 (19), como fuente de trimetilamina
deshidrogenasa.

Desarrollar levaduras del género Pichia, Hansenula, o Candida en

medio de TMA como fuente de enzimas especificas de este sustrato.
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