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Resumen

El tetranitrato de pentaeritritol (PETN) es el detonante mas energético y recalcitrante emplea-
do en la actividad minera ya que posee cuatro grupos nitro unidos mediante enlaces éster;
ademas es un contaminante organico persistente segun el Convenio de Estocolmo. En el
presente trabajo es evaluada la eficiencia de degradacion del PETN por bacterias aisladas
de ambientes mineros. En primer lugar se selecciond las cepas con mayor crecimiento du-
rante tres subcultivos en medio minimo con PETN como Unica fuente de nitrégeno. Luego,
se identificd mediante analisis del gen RNAr 16S las cepas Bacillus sp. JBA2 y Enterobacter
sp. M1B. Las velocidades especificas de crecimiento fueron de 0.057 h-' para J8A2 y 0.042
h' para M1B, y las velocidades especificas de degradacion de 0.72 y 1.16 mmol de PETN/g
de proteina.h, respectivamente. Ademas, el extracto crudo de la cepa J8BA2 mostr6 una ac-
tividad especifica (U) de 1.03 mmol de PETN/h y una actividad especifica por proteina (U/g)
de 138.6 mmol de PETN/g.h.

Palabras clave: Tetranitrato de pentaeritritol; contaminacion; mineria; biodegradacion; Ba-
cillus; Enterobacter.

Abstract

Pentaerythritol tetranitrate (PETN) is the most energetic and recalcitrant detonating used in
mining activity being that it has four nitro groups linked by ester bounds, also is considered
a persistent organic pollutant in agreement with the Stockholm Convention. In this work the
degradation efficiency of PETN by bacteria isolated from mining environments is evaluated.
At first, strains that showed growth during three subcultures with PETN as unique source of
nitrogen were selected. Before, we identified Bacillus sp. JBA2 and Enterobacter sp. M1B by the
16S rRNA gene partial sequences analysis. Specific growth rate were 0.057 h-1 for JBA2 and
0.042 h-1 for M1B, and specific rate of PETN degradation were 0.72 and 1.16 mmol of PETN/g
of protein.h respectively. Moreover, crude extract of J8A2 strain showed a specific activity (U)
of 1.03 mmol of PETN/h and a specific activity per protein (U/g) of 138.6 mmol of PETN/g.h.

Keywords: pentaerythritol tetranitrate; contamination; mining; biodegradation; Bacillus;
Enterobacter.

Introduccion

La contaminacién por explosivos es una preocupacién muy importante en los lu-
gares donde son producidos y almacenan, pero sobretodo donde se emplean (Binks et
al. 1996, French et al. 1998, Ibeanusi et al. 2009, Singh et al. 2012), porque no son
comunes en el ambiente y son recalcitrantes. Entre los explosivos mds energéticos estd
el tetranitrato depentaeritritol (PETN), el cual se sintetiza mediante la nitrificacién de
derivados de alcoholes formando enlaces éster de dificil degradaciéon (White et al. 1996).
Ademis, su estabilidad en el ambiente a 30 °C expresado en vida media extrapola un
valor de 12 millones de afos (Fotlz 2012).

EIPETN estd clasificado dentro del Grupo A de explosivos primarios o iniciadores
segin la clasificacién del sistema UN (Naciones Unidas) y ha sido designado con el
c6digo UN 150y clasificado de riesgo 1.1D (Global security 2011). Es un detonante
que no reacciona por movimiento brusco o la ignicién a presién atmosférica normal,
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asegurada por sus caracteristicas quimicas, por lo que algunos
dispositivos explosivos en la industria minera o petrolera pue-
den no explosionar por problemas técnicos y constituirse en un
riesgo para el ambiente y las personas (Nyanhongo et al. 2008).

Las caracteristicas recalcitrantes, xenobidticas y el riesgo para
la salud del hombre y el ambiente que causa la contaminacién
por PETN fue contemplado en el Convenio de Estocolmo sobre
Contaminantes Orgdnicos Persistentes (COP’s), y donde el Pert
es parte comprometida a tomar medidas juridicas y administra-
tivas para la eliminacién de estos contaminantes (SINIA 2007).

En respuesta a este problema global se han estudiado micro-
organismos degradadores de PETN como Enterobacter cloacae
PB2 y Agrobacterium radiobacter, los cuales son capaces de de-
gradar otros explosivos como el TNT y sus derivados (French
et al. 1998), y que han sido reportados como carcinogénicos
(Esteve-Nunez etal. 2001). Es asi que microorganismos capaces
de degradar ambos compuestos serfan los mds efectivos durante
el empleo del pentolito (mezcla de TNT y PETN), cuyo uso
es comUn en nuestro pais cuando se emplea ANFO (mezcla
de nitrato de amonio y combustible) para voladuras (Estudios
mineros, 2011).

En este contexto, en el presente trabajo se informa de la selec-
cién de bacterias degradadoras de PETN aisladas de ambientes
mineros, su identificacién molecular y la determinacién de su
eficiencia en la degradacién de PETN, con la perspectiva de
desarrollar técnicas de control de contaminacién y riesgos por
explosivos en el Pert.

Material y métodos

Material biolégico.- Diecinueve cepas bacterianas del cepa-
rio del Laboratorio de Microbiologia Molecular y Biotecnologia
de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional
Mayor de San Marcos fueron evaluadas. Las cepas fueron aisladas
de ambientes mineros de las regiones La Libertad, Junin y Lima.

Seleccién de cepas que degradan PETN.- Las cepas fueron
cultivadas durante 12 —16 horas en caldo TSB a 28 °C y lavadas
en solucién salina al 0.85%. Se inoculé al 0.5% en Caldo PETN
(Binks et al. 1996, White et al. 1996) compuesto por (g/L):
K,HPO, 3.5, KH,PO, 1.5, MgSO, 0.124, NaCl 0.5, glucosa
10y PETN 0.316 como tnica fuente de nitrégeno y 0.73 mL/L
de glicerol y el pH fue ajustado a 7.02; se adicion6é 1 mL/L de
solucién de trazas al medio de cultivo (White et al. 1996). Se
incub6 a 28 °C a 200 rpm por 7 dias. Al cabo de los 7 dias se
midi6 el crecimiento por densidad éptica a 600 nm (DO ) y
se verificd su pureza en agar tripticasa soya (TSA) y agar minimo
P compuesto por (g/L): KHPO, 3.5, KH,PO, 1.5, MgSO,
0.124, NaCl 0.5, glucosa 10, NH,NO, 0.24, pH 7.02 y agar-
agar al 1.5%. Se seleccionaron las cepas que mostraron mayor
densidad dptica. Para determinar las caracteristicas fenotipicas y
moleculares se siguid lo establecido en el Manual de Bacteriologfa
Sistemdtica de Bergey (Brenner et al. 2005, De Vos et al. 2009).

Amplificacién del gen RNAr 168S.- Para la extraccién de
DNA gendmico, las cepas fueron cultivadas en caldo TSB por
12-16 horas a 28 °C y se aplicé el protocolo de purificacién
del Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega). Para
la PCRse emplearon los iniciadores 27F (5°-AGAGTTT-
GATCMTGGCTCAG-3) y 519R (5-GWATTACCGCGGC-
KGCTG-3’) para amplificar las 500pb correspondiente al
extremo 5 del gen RNAr 165 (Weisburg et al. 1991). En la

PCR se emplearon las indicaciones de la KOD HOT start DNA
polymerase (Novagen) y el programa fue: desnaturalizacién
inicial 95 °C por 2 minutos, 33 ciclos de desnaturalizacién a
95 °C por 30 segundos, hibridacién a 62 °C por 10 segundos,
amplificacién a 70 °C por 10 segundos, y amplificacién final a
70 °C por 10 minutos. Los productos de PCR fueron evidencia-
dos en geles de agarosa 1% en tampén TAE 0.5X, tefiidas con
bromuro de etidio al 0.5% y reveladas en transiluminador UV.
Se empleé como marcador de peso molecular 7 kb plus DNA
Ladder (Promega). El secuenciamiento parcial del gen RNAr 16S
se realiz6 segtin el protocolo del BigDye® Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit en el secuenciador Automatic Sequencer 3730x]

por MACROGEN KOREA.

Determinacién de la relacién filogenética.- Las secuencias
consenso del gen RNAr 165 de las cepas seleccionadas fueron
comparadas con la Base de Datos del GenBank/EMBL/DDB]
usando la plataforma del programa local de alineamiento de
secuencias BlastN version 2.0 (Altschul et al. 1990). Luego se
realizé un alineamiento multiple con el programa Bioedit v7.0.9
(Hall 1999) con secuencias que presentaron similitud mayor o
igual 2 97%, ademds de secuencias de otras especies relacionadas.
Finalmente, se infirié el 4rbol filogenético con el programa Mega
v5.2 (Kumar et al. 2008) empleando el modelo Neighbor-Joining,
el método de substitucién nucleotidica Maximum Composite
Likelihood y 1000 réplicas de Bootstraps (Tamura et al. 2011).

Cinética de degradacién de PETN.- Los ensayos se realiza-
ron por triplicado en Caldo PETN modificado compuesto (g/L):
KZHPO4 1.68, MgSO, 0.124, NaCl 0.5, succinato 6.80, KOH
7.5, PETN 0.316 y Tween 80 al 0.1%, y se incubé durante 82
horas a 28 °C y 200 rpm. Se tomd muestras cada 12 horas para
cuantificar PETN residual y proteinas totales como se describe
a continuacion.

Cuantificacién de PETN residual y proteinas totales.- Se
cuantificé el PETN residual segtin el Método Oficial 964.25 de
la AOAC (2002): tetranitrato de pentaeritritol en medicamen-
tos. Brevemente, a 1 mL de cultivo se adicioné 99 mL de 4cido
acético glacial y 4 mL de 4cido fenoldisulfénico, se homogenizé
y dejé en reposo por 30 minutos en oscuridad. Luego, se adicio-
n6 60 mL de agua destilada y 15 mL de hidréxido de amonio
concentrado, se agitd suavemente y se dejé enfriar, se midié la
absorbancia a 408 nm.

Para la cuantificacién de proteinas totales, se mezclé 1 mL
de cultivo con 1 mL de acetona y se centrifugd a 13000 rpm
por 3 minuto, luego se repiti este procedimiento en 100 pL de
acetonay se resuspendieron las células en hidréxido de sodio 0.1
My se incubé a 80 °C por 5 minutos (Trott et al. 2003). Seguido,
se empled el método de Bradford (1976) para la cuantificacién
de proteinas totales.

Cuantificacién de la actividad PETN reductasa.- Se obtu-
vieron extractos crudos de las cepas en fase exponencial tardfa
cultivadas en caldo PETN modificado. Luego, se colectaron
las células a 4500 rpm por 10 minutos y se emple tampén
bis-tris propano (50 mM, pH 7.0) para lavar y resuspender las
células. Luego éstas fueron lisadas por sonicacién por tres veces
a 15 segundos alternados con 15 segundos de enfriamiento en
hielo. Finalmente, se centrifugé a 13000 rpm por 10 minutos a
temperatura ambiente y se filtré el sobrenadante en membrana
de nitrocelulosa de 0.45 nm (Binks et al. 1996).
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Figura 1. Relacién filogenética de la cepa J8A2 (HF568785.1) (e) inferida a partir de 491pb del gen RNAr 16S aplicando el modelo Neighbor-
Joining, el método de substitucién nucleotidica Maximum Composite Likelihood con 1000 réplicas de Bootstraps. La cepa J8A2 conforma un
clado con la especie Bacillus licheniformis. La barra representa el porcentaje de substituciones nucleotidicas. El simbolo "sefiala especie tipo.

Posteriormente, para medir la actividad PETN reductasa se
empleé un volumen final de reaccién de 3:2 mL del extracto
crudo filtrado, 1 mL de tampén bis-tris propano (pH 7.0), 0.2
mM de NADPH (concentracién final) y 760 uM de PETN (6
pL de 380 mM PETN en acetona). La reaccién se llevé a cabo
en bafio marfa a 28 °C por 45 minutos. A continuacién se realizé
la inactivacién del NADPH por adicién de cianuro férrico 0.5
mM y metosulfato de fenazina 0.2 mM concentracién final,
seguidamente se midi6 la produccién de nitritos mediante la
reaccién de Griess (Binks et al. 1996). La oxidacién de NADPH
fue monitoreada a 350 nm al inicid y al final de la reaccién y la
cantidad de proteina en el filtrado se cuantific6 mediante la re-
accién de Bradford (1976). Para realizar los cdlculos una unidad
de actividad enzimdtica fue definida como la cantidad de pmoles
de NADPH oxidado por minuto y se consideré que por cada
molécula de PETN se liberaban dos moléculas de nitrito basado
en los resultados obtenidos por Binks et al. (1996).

Resultados

Cepas degradadoras de PETN.- De las 19 cepas evaluadas
se seleccionaron la J8A2 y M1B como las més eficientes en la
degradacién de PETN. La cepa J8A2 mostré DO, de 0.173,
0.146 y 0.141 durante tres subcultivos, mientras que la M1B
mostré DO de 0.132, 0.120 y 0.125, respectivamente.

600

Andlisis filogenético.- La secuencia consenso del gen RNAr
165 de J8A2 (HF568785.1) fue comparada con la Base de Datos
del GenBank/EMBL/DDB] mediante el programa BLASTn
2.0, y se obtuvo como resultado una identidad de 99% y una
similitud de 97% con Bacillus licheniformis Pb-WC09001
(HMO006901.1), B. licheniformis BB10 (JN391533.1), B.
licheniformis (AY479984.1) y con otras secuencias del género
Bacillus no cultivables. Estas secuencias del gen RNAr 16S de
Bacillus licheniformis ATCC 14580 (CP000002.3), Bacillus
subtilis 168 ATCC 23857 (AL009126.3), Bacillus subtilis
XF-1 (P004019.1), Bacillus subtilis BSn5 (CP002468.1),
Bacillus amyloliquefaciens ATTC 23350 (FN597644.1), Ba-
cillus amyloliquefaciens BCRC 14193 (EF433408.1), Bacillus
anthracis CDC684 NRRL 3495 (CP001215.1), Bacillus cereus
ATCC 10987 (AE017194.1), Bacillus megaterium DSM319

(CP001982.1), Bacillus megaterium PPB7 (HM771662.1) y
Brevibacillus laterosporus DSM 25 (AB112720.1) como grupo
externo fueron alineadas y analizadas con el programa Mega 5.2
para inferir la respectiva relacién filogenética en el cual se denota
que la cepa J8A2 conforma un clado con 94% de probabilidad
con la especie Bacillus licheniformis (Fig. 1).

Por otro lado, el andlisis de la secuencia parcial del gen 7RNA
1658 de la cepa M1B (HF568786.1) con el programa BLASTn
2.0 mostré 100% de identidad y 95% de similitud con Ente-
robacter asburiae KNUC5007 (JQ682630.1), Enterobacter sp.
Ggl0 (JN020643.1), Enterobacter sp. AAP4 (JF276427.1),
asi como con secuencias de Enterobacter no cultivables. Dado
que el andlisis del gen RNAr 165, generalmente no discrimina
especies dentro de la familia Enterobactereaceae (De Angelis et
al. 2011) no fue imprescindible realizar el andlisis filogenético
de la cepa M1B.

Caracteristicas fenotipicas.- La cepa J8A2 presenta las si-
guientes caracteristicas fenotipicas a 28 °C: bacilo corto Gram
negativo (24 horas en agar TSA), motil, utiliza citrato como
tUnica fuente carbono, no hidroliza almidén, produccién de
indol negativo, sin produccién de H,S, fermentacién de glucosa
con produccién de acidez y gas, crecimiento en anaerobiosis,
crecimiento en NaCl al 7%, rojo de metilo positivo y Voges-
Proskauer negativo. Caracteristicas culturales de colonia en agar
TSA a28°C por 24 horas: plana, transldcida, con centro amarillo
claro, sin pigmento difusible, borde irregular y un promedio de
3.0 mm de didmetro. Ademds, en algunas ocasiones presentd la
apariencia de un cultivo mixto con colonias de borde regular,
convexas, mucoides y opacas.

Por otro lado, la cepa M1B present6 las siguientes caracte-
risticas fenotipicas a 28 °C: bacilo Gram negativo (24 horas
en agar TSA), mévil, citrato negativo, indol negativo, lisina
descarboxilasa, arginina y ornitina dehidrolasa, sin produccién
de HS, fermentacién de glucosa con produccién de acidez y sin
gas, rojo de metilo positivo débil y Voges-Proskauer negativo.
Caracteristicas culturales de colonia en agar TSA a 28 °C por
24 horas: convexa, blanca opaca, sin pigmento difusible, borde
regular, lisas y un promedio de 2 mm de didmetro.

Rev. peru. biol. 20(2): 145 - 150 (December 2013)
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Figura 2. Cinética de degradaciéon de PETN por Bacillus sp. J8A2
incubado por triplicado a 28°C y 200rpm en caldo PETN modificado.
Concentracién de PETN residual (e), concentracion de proteina total

(m), concentracion de PETN en caldo sin inocular (A ). Barras verti-
cales: error estandar del promedio de tres repeticiones.

Cinética de degradacién del PETN.- Con este fin se opti-
mizd la composicién del caldo PETN modificado recomendado
por Park et al. (2003) (resultados no publicados). Las cepas
J8A2 (Fig. 2) y M1B (Fig. 3) mostraron velocidades especificas
de crecimiento de 0.057 h' y 0.042 h!' respectivamente. La
concentracién de PETN se redujo al 50% en menos de 35 horas,
obteniéndose un rendimiento especifico de degradacién de 1.16
mmol de PETN/g de proteina.h para M1B y 0.72 mmol de
PETN/g de proteina.h paraJ8A2; y un rendimiento por sustrato
21.56 £ 1.5 g de proteina/mol de PETN para M1B y de 39.7
+ 2.1 g de proteina/mol de PETN para J8A2.

Después de 60 horas de cultivo se registré la mayor con-
centracién de proteina de 16.74 g/L para ambas cepas, sin
embargo la cepa M1B presentd valores de 4.27 g/L de PETN
residual en comparacién con J8A2 que mostré 51.56 g/L de
PETN residual. Por otro lado, a las 72 horas de la cinética se
observé la reduccién en la cantidad de proteina, a 7.96 g/L
para J8A2 y 9.15 g/L para M1B. Posteriormente, a las 82
horas se registré un nuevo incremento de la concentracién
de proteina y la menor concentracién de PETN, 2.12 mg/L
para M1B y 4.25 mg/L para J8A2. Adicionalmente, a los 5
dias de incubacidn se observé que el medio de cultivo de la
cepa J8A2 vir6 a amarillo.

Actividad PETN reductasa del extracto crudo.- La ve-
locidad especifica de liberacidn de nitritos obtenida fue 4.6
pmol/min.mg a partir de 1.54 pmol de nitritos liberados por
7.43 pg de proteina total en 45 minutos y a 28 °C; y se regis-
trd la oxidacion de 1.59 pmol de NADPH calculdndose una
velocidad especifica de oxidacién de NADPH de 4.7 pmol/
min.mg. Por otro lado, los controles sin NADPH registraron
valores inferiores de liberacién de nitritos con un promedio
de 1.5 pmol/min.mg.

Considerando que se libera dos moléculas de NO2 de cada
molécula de PETN se calculé que 1.54 pmol de nitritos fueron
liberados a partir de 0.77 pmol de PETN. Por lo tanto, la acti-
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Figura 3. Cinética de degradacion de PETN por Enterobacter sp. M1B
incubado por triplicado a 28°C y 200rpm en caldo PETN modificado.
Concentracién de PETN residual (e), concentracion de proteina total
(m), concentracion de PETN en caldo sin inocular (A ). Barras verti-
cales: error estandar del promedio de tres repeticiones.

vidad especifica (U) fue de 1.03 mmol de PETN/h a partir de
7.43 mg de proteina total y la actividad especifica por proteina
(U/g) fue de 138.6 mmol de PETN/g.h.

Discusion

Identificacién de las cepas degradadoras de PETN.- La
secuencia parcial del gen RNAr 16S de la cepa J8A2 permitié
ubicarla dentro del clado de la especie Bacillus licheniformis con
94% de probabilidad segin el drbol filogenético (Fig. 1). Bacillus
licheniformis forma parte del grupo filogenético 1 determinado
en base a la secuencia del gen RNAr 165y que incluye a especies
como B. subtilis, B. pumilus, B. amyloliquefaciens, entre otras
(Wang ySun 2009). Por otro lado, segtin las caracteristicas
fenotipicas de la cepa J8A2 y las registradas en el Manual de
Bacteriologia Sistemdtica de Bergey (De Vos et al. 2009), el
uso de citrato como fuente de carbono, el crecimiento en 7%
de NaCl y el crecimiento en anaerobiosis lo relacioné presunti-
vamente con B. licheniformis, sin embargo, la coloracién Gram
negativa, la ausencia de actividad amilolitica y la inhibicién del
crecimiento a 50 °C no permitid relacionarlo taxonémicamente
con ninguna especie.

Asimismo, la secuencia del gen RNAr 16S de la cepa M1B
s6lo permitié identificarla dentro del género Enterobacter pero
no especie, ya que este marcador no es suficiente para diferenciar
especies de la familia Enterobacteriaceae (Sproer et al. 1999). La
cepa M 1B concordé fenotipicamente con las caracteristicas ge-
nerales del género Enterobacter del Manual de Bacteriologfa Sis-
temdtica de Bergey (Brenner et al. 2005). Sélo con Enterobacter
cloacaey E. kobei compartié el mayor nimero de caracteristicas:
Voges-Proskauer negativo, indol negativo, arginina dehidrolasa
y ornitina decarboxilasa. En conclusién, nuestros resultados
indican que la cepa M1B es Enterobacter sp.

Cabe resaltar que el género Bacillus incluye especies Gram
positivas, Gram negativas y Gram variables (De Vos et al.
2009). Entre las especies halofilicas Gram negativas se ha
reportado a Bacillus horti (Yumoto 1998), asi como se ha
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caracterizado cepas Gram negativas de este género con capa-
cidad de degradar queratina, como Bacillus sp. PW-1 (Joshi
2007) que comparte las siguientes caracteristicas fenotipicas
con la cepa J8A2: motilidad, uso de citrato como nica fuente
carbono, sin actividad amilolitica, no produce H,S y fermenta
glucosa con produccién de acidez y gas. Ademds, los cambios
morfoldgicos de colonia registrados son caracteristicas muy
particulares dentro del grupo relacionado con Bacillus subrilis
y sobre todo en el caso de Bacillus licheniformis (De Vos et al.
2009, Waldeck 2006, Carlisle 1989).

Finalmente, podemos afirmar que la cepa J8A2 mantiene
una similitud significativa con la especie Bacillus licheniformis
a nivel de la secuencia parcial del gen RNAr 168, sin embargo
algunas de las caracteristicas fenotipicas son incongruentes con
dicha especie por lo que la cepa J8A2 ha sido designada como
Bacillus sp.

Evaluacién de la cinética de degradacién de PETN.- Las
velocidades especificas de crecimiento de las cepas M1B y J8A2,
0.057 h'y 0.042 h™! respectivamente, son comparables entre si;
mientras que la velocidad especifica de crecimiento de E. cloacae
PB2 fuede 0.112 h' (Binks et al. 1996), 1.9 veces mds que M1B
y 2.7 veces mds que J8A2. Sin embargo, el rendimiento de J8A2,
39.7 g de proteina por mol de PETN, fue 1.8 veces mds que
M1B que significé mayor cantidad de grupos NO, del explosivo
incorporado al metabolismo de J8A2.

Por otro lado, E. cloacae PB2 registré un rendimiento de 43.6
+ 2.4 g de proteina por mol de PETN (French etal. 1998), 1.09
veces mds que el rendimiento obtenido por J8A2, lo cual los
hace comparables en rendimiento. Sin embargo, las condicio-
nes de incubacién ensayadas fueron de 30 °C de temperatura
y 170 rpm, mientras que en el presente estudio se realizé a 28
°Cy 200 rpm.

Ambas cepas redujeron a la mitad la concentracién de PETN
en un promedio de 35 horas, mientras que E. cloacae PB2 es
capaz de reducir la misma cantidad en menos de 30 horas; sin
embargo, se debe tener en cuenta que la concentracién inicial en
el presente estudio fue de 158 mg/L, mientras que en la cinética
de E. cloacae PB2 fue de 32 mg/L aproximadamente.

Las velocidades especificas de degradacién obtenidas, 1.16
mmol de PETN/g de proteina.h para M1B y 0.72 mmol de
PETN/g de proteina.h muestran que la cepa M1B fue capaz
de convertir en proteina 1.6 veces mds PETN por hora que
la cepa J8A2, mientras que Enterobacter cloacae PB2 mostrd
un velocidad especifica de degradacién de 1.03 mmol de
PETN/g de proteina.h similar al de M1B, pero 1.4 veces
mds que J8A2.

La enzima PETN reductasa posee un grupo prostético de
FMN (Flavin mononucleétido), comtin en la familia de las
flavoenzimas y evidencia un color amarillo claro con la mayor
absorbancia a 470 nm cuando es purificado. Esta caracteristica
se ha reportado en el estudio de las old yellow enzime (OYE)
homologos de Pseudomonas putida, XenA, XenB, XenC, XenE y
XenF, relacionados con la degradacién de compuestos nitroaro-
midticos como TNT (Van Dillewijnet al. 2008). Ademis, el ciclo
catalitico de la PETN reductasa comprende una reacciéon de dos
pasos. La primera es reductiva, donde la enzima es reducida por
el NADPH hasta obtener la forma dihidroquinona del grupo
prostético FMN de la enzima. Luego, en la segunda reaccién

oxidativa la FMN es oxidada por grupos NO, del explosivo
(Khan et al. 2002, Khan et al. 2004). Por otro lado, otro re-
porte afirma que los cristales de PETN en estado reducido son
incoloros y en su estado oxidado son amarillos brillantes (Khan
et al. 2005), por lo que el PETN reducido no aporta cambio
de color en el medio. Entonces, el cambio de color del cultivo
podria deberse a la producciéon de flavoenzimas y la completa
oxidacién de los grupos prostéticos FMN que en consecuencia
pigmentan el medio de amarillo.

Evaluacién de la actividad PETN reductasa.- Tanto la
velocidad especifica de liberacién de NO como la velocidad es-
pecifica de oxidacién de NADPH, 4.6 pmol/min.mg de proteina
y 4.7 pmol/min.mg de proteina demuestran que se requiere de
una molécula de NADPH para liberar una molécula de nitrito,
tal y como se ha reportado con E. cloacae PB2 que mostré 4.6
pmol/min.mg de velocidad especifica de liberacién de NO2y 4.2
pmol/min.mg de velocidad especifica de oxidacién de NADPH.
Esto demuestra la dependencia de un cofactor de esta naturaleza
para la degradacién de PETN, lo cual fue confirmado por los
controles sin NADPH que registraron velocidad especifica de
liberacién de NO, de 1.5 pmol/min.mg, 3.1 veces menos que
los ensayos con NADPH.

La actividad especifica por proteina (U/g) de E. cloacae
PB2 sugiere una liberacién lenta de nitritos al medio durante
su crecimiento, pero su velocidad especifica de crecimiento y
degradacién sugieren una incorporacién répida de estos a su
metabolismo, lo cual podria impedir una acumulacién de nitritos
en el medio disminuyendo asi la concentracién y toxicidad de
éste (Tilak ecal. 2007, Cabrera & Veldzquez 1998). En cambio,
la cepa J8A2 mostré un comportamiento contrario reflejado en
una mayor actividad especifica por proteina (U/g), pero una
menor velocidad especifica de crecimiento y degradacién por la
acumulacién de nitritos en el medio. Esto explicarfa la limitacion
de crecimiento de la cepas J8A2 y M1B durante las cinéticas
ensayadas (Figs. 2 y 3) alcanzando a producir s6lo 16.74g/L de

proteina total.
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