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La biotecnologia moderna tiene un papel im-
portante en la restauracion de sitios danados
ambientalmente. El reto actual es desarrollar
herramientas biotecnoldgicas que formen par-
te de procesos limpios y eficientes energética-
mente para la prevencion, el control y la reme-
diacion de contaminaciones ambientales. La
investigacion en este campo esta sustentada
en herramientas metodologicas de diferentes
areas del conocimiento, como lo son la bioin-
genieria, enzimologia, ingenieria de proteinas,
microbiologia aplicada y termodinamica de
solventes. El esfuerzo del laboratorio de Biotec
nologia Ambiental se centra en la modificacion
enzimatica de sustancias contaminantes, princi-
palmente hidrocarburos aromaticos policiclicos
y plaguicidas. Ademas de investigaciones con
otros compuestos hidréfobos de alto impacto
ambiental, como los colorantes industriales,
los compuestos azufrados heterociclicos y los
policlorofenoles. Es imperativo que las trans-
formaciones enzimaticas o microbiologicas de
dichos contaminantes, conlleven a la reduccion
o eliminacion de su impacto ambiental.

Por otro lado, la busqueda y disefio de nue-
vos biocatalizadores se realiza a través del uso
de técnicas de mutacion sitio-dirigida, tecno-
logia enzimatica o modificacion quimica de
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proteinas. Se han explorado diversas fuentes
de enzimas en la naturaleza. Especialmente,
los microorganismos responsables de la de-
gradacion de la lignina son productores de una
bateria de enzimas de baja especificidad y con
un alto potencial para su uso en la transforma-
cion de compuestos contaminantes y xenobid-
ticos. El desarrollo de nuevos biocatalizadores
con mejores propiedades cataliticas, cinéticas
o de estabilidad, se ha sustentado en el uso
de las técnicas de mutacion sitio-dirigida, o en
las técnicas de modificacion quimica de pro-
tefnas. Esta ultima permite conjugar nuevos
grupos funcionales (acilacion, sililacion, pegila-
cion, etc)) en los sitios reactivos de los residuos
aminoacidos de las proteinas. De esta manera,
se ha logrado disefar y construir biocataliza-
dores “semisintéticos” que pueden disolverse
en solventes organicos, que tienen mayor es-
tabilidad y actividad a altas temperaturas o
que incrementan el rango de sustratos que re-
conoce una enzima. Todo este potencial de la
biocatalisis se ejemplifica aqui, en la transfor-
macion biocatalitica de contaminantes como
los colorantes industriales, los plaguicidas y los
compuestos derivados del petroleo, como los
hidrocarburos policiclico aromaticos y los com-
puestos organoazufrados.
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El citocromo c es una proteina que se encuen-
tra como un componente de la cadena mito-
crondrial de transporte de electrones. Su fun-
cion biologica es la de transportar electrones
entre los complejos membranales citocromo ¢
reductasa y citocromo c oxidasa. Sin embargo,
esta proteina ha sido utilizada como catalizador
biologico en diversas reacciones de oxidacion
de compuestos toxicos. Su actividad catalitica
es similar a la de las hemoperoxidasas, en tanto
que requiere de la presencia de perdxido de hi-
drégeno, contiene también un grupo hemo en
su estructura como sitio catalitico, se inactiva
por perdxido en ausencia de un sustrato reduc
tory, finalmente, su ciclo catalitico esta basado
en los estados de oxidacion del atomo de Fe del
grupo prostético hemo.

Los citocromos ¢ son moléculas de proteinas
muy pequenas, constituidas por 103-112 ami-
noacidos, con pesos moleculares de alrededor
de 12 000 Da y puntos isoeléctricos basicos (pl
= 10). Presentan una alta conservacion en la
secuencia de aminoacidos, asi como de su es-
tructura terciaria. Se ha determinado la conser-
vacion de 21 residuos en 91 secuencias de cito-
cromos ¢ de origen eucarionte. También se ha
demostrado un contenido de a-hélices superior
a 30% para el citocromo de levadura. Una carac
teristica importante es que en el citocromo ¢, el
grupo hemo se encuentra unido covalentemen-
te a la apoproteina por medio de dos enlaces
tioéter, y el atomo de Fe se encuentra coordi-
nado axialmente por dos ligandos, la His18 y la
Met80. En la figura 1 se muestra la estructura
secundaria del citocromo c de levadura.

Aungue no se ha descrito una actividad ca-
talitica del citocromo c en los organismos vivos,
se ha reportado su participacion en la peroxida-
cion de lipidos y en el rompimiento de hidrope-
roxidos. Esto sugiere la participacion de estas
proteinas en procesos celulares involucrados
con el estrés oxidativo, en los cuales la oxida-
cién de biomoléculas en presencia de peroxido
de hidrogeno puede realizarse mediante un me-
canismo de radicales libres, similar al que llevan
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a cabo los sistemas enzimaticos del citocromo
P450. Recientemente, el citocromo c se ha utili-
zado in vitro como biocatalizador en reacciones
de oxidacion de compuestos de estructura qui-
mica diversay que representan un problema de
contaminacion ambiental. En la tabla 1 se enlis-
tan algunos ejemplos de sustratos y productos
generados por biotransformaciones mediadas
por esta hemoproteina. Es importante resaltar
que el citocromo c es activo cataliticamente en
mezclas de reaccion que contienen solventes
organicos en proporciones que van desde 10
hasta el 90%; ademas, presenta actividad en el
rango de valores de pH de 2 a 11. Ambas propie-
dades en esta proteina son interesantes, ya que
facilitan el uso del citocromo c en condiciones
de reaccion extremas.

La posibilidad de utilizar solventes organi-
cos como medios de reaccion, permite disolver
una mayor cantidad de sustrato. Frecuente-
mente se han utilizado mezclas de solventes
miscibles en agua sin provocar un efecto de
inactivacion severo al citocromo c. En estos
sistemas de reaccion, se ha logrado oxidar di-
ferentes compuestos organoazufrados que
constituyen parte de los petroleos crudos pe-
sados. Los compuestos azufrados presentes en
los combustibles son agentes causantes de la
lluvia acida, ya que se libera dioxido de azufre a
la atmdsfera como producto de la combustién
de los motores. En general, dos terceras partes
de las emisiones de dioxido de azufre son libe-
rados por las plantas generadoras de energia
eléctrica, como consecuencia del uso de com-
bustibles como el diesel, el combustdleo o el
carbon. Algunos estudios sefnalan que, en la
ciudad de México, los vehiculos automotores
contribuyen con mas del 90 por ciento de las
emisiones de particulas en general, por lo que
muchas de las estrategias ambientales estan
dirigidas a ese sector. Aparte de la corrosion de
monumentos y edificios, la lluvia 4cida es cau-
sante del empobrecimiento de nutrientes en
los ecosistemas acuaticos y terrestres debido a
que la acidez provoca la precipitacion de mine-
rales y otros nutrientes de los que depende la
biota de los ecosistemas. Existe una correlacion
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Figura 1.
Representacion esquematica de la estructura cristalogra-
fica del citocromo c de Sacharomyces cereviciae, tomado

del PDB YCC2.
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directa entre el contenido de azufre de los com-
bustibles y la emision de particulas y dioxido de
azufre a la atmdsfera. Con el fin de evitar estas
emisiones, actualmente la tendencia mundial
ha establecido como limite maximo el 0.05%
de contenido de azufre en el diesel.

Los compuestos aromaticos azufrados han
sido oxidados por las hemoproteinas no enzi-
maticas, como el citocromo cy la hemoglobina,
en condiciones de reaccion moderadas, como
temperatura ambiente, presiones atmosféricas
y con un contenido de solventes de 10-20%. Sol-
ventes como la dimetilformamida o el acetoni-
trilo son adecuados para disolver los compues-
tos organoazufrados presentes en el diesel,
como el dibenzotiofeno, tiantreno, dibencilsul-
furo y otros mas, de los cuales sus estructuras
quimicas y de los productos de reaccion, que
son principalmente sulfonas, se ejemplifican
en la figura 2. Estas reacciones se llevan a cabo
en presencia de 1 mM de perdxido de hidroge-
no como donador de electrones.

En el mismo sistema de reaccion, el citocro-
mo c y la hemoglobina también han sido uti-
lizados como biocatalizadores en la oxidacion

de hidrocarburos policiclico aromaticos. Como
productos de la reaccion se generan las qui-
nonas correspondientes, de la misma manera
como se ha descrito para las enzimas peroxida-
sas (figura 3). Esto sugiere que el mecanismo de
reaccion es similar para estos biocatalizadores.
La oxidacion enzimatica, seguida de la adicion
de microorganismos enddgenos, puede ser una
estrategia de remediacion efectiva de suelos
contaminados, debido a que la biodegradacion
de los hidrocarburos policiclicos y sus metabo-
litos incrementa con su estado de oxidacion.
Adicionalmente, las quinonas resultantes son
significativamente menos mutagénicas. Por
ejemplo, el benzo(a)pireno, un potente carciné-
geno, mostro una concentracion minima mu-
tagénica de 14 ng/ml, mientras que ninguna de
sus quinonas fue mutagénica. Esto nos indica
que una transformacién enzimatica de los hi-
drocarburos policiclicos aromaticos es suficien-
te para reducir su impacto ambiental.

Los hidrocarburos policiclicos aromaticos
son componentes del petréleo crudo, la creo-
sota y el carbon. Este tipo de compuestos esta
ampliamente distribuido en el ambiente como

Tabla 1. Biotransformaciones con citocromo ¢ (Vazquez-Duhalt, R, en J. Mol. Catal. B: Enzymatic, 7, 1999).

Sustratos Productos

Hidrocarburos aromaticos policiclicos
Antraceno

Benceno

Benzo(a)pireno

Pireno

9,10-Antraquinona
Fenol
1,6-Benzo(a)pirenodiona
1,8-Pirenodiona

Compuestos organoazufrados y heterociclicos

Benzotiofeno
Carbazol
Dibenzotiofeno
Sulfuro de dibencilo
Sulfuro de difenilo
N-methyl carbazol
Tiantreno

Tioanisol

Sulféxido de benzotiofeno
Desconocido

Sulféxido de dibenzotiofeno
Sulféxido de dibencilo
Sulféxido de difenilo
N-Hidroximetil carbazol
Disulfoxido de tiantreno
Metilfenil-sulfoxido

Otros sustratos
ABTS

Guayacol

Acido linolénico
Luminol
Metionina
Estilbeno
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ABTS (radical catidnico)
Tetraguayacol

Peroxido de linoleato
Quimioluminiscencia
Etileno

Epoxido de estilbeno
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Figura 2.

Estructuras moleculares de los compuestos organoazu-
frados y los productos de reaccién en la biocatdlisis con
hemoproteinas.
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Figura 3.
Oxidacion de hidrocarburos policiclicos aromaticos con di-
ferentes hemoproteinas.
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consecuencia del uso extensivo de los combus-
tibles derivados del petroleo. Su persistencia en
el ambiente se debe a su alta hidrofobicidad y
baja solubilidad en agua, lo que hace muy len-
ta su biodegradacion. Muchos de ellos tienen
propiedades toxicas, mutagénicas o carcinogé-
nicas, por lo que es prioritaria su remocion del
ambiente.

La biocatalisis con el citocromo ¢ ha sido
mejorada por mutaciones sitio dirigidas. Se
han disefiado y obtenido variantes estables
a la inactivacion por peroxido de hidrogeno a
través de la mutacion de los residuos suscepti-
bles de oxidacién en la proteina. Se obtuvo una
variante del iso-1 citocromo c de Sacharomyces
cereviciae con las sustituciones: N52I, W59F,
Y67F, K79A, F82G, la cual, conservo la capacidad
catalitica de la proteina parental, pero mostro
un incremento de 15 veces en el numero total
de recambio en la reaccion de oxidacion del
colorante cloruro de pinacianol. Esta proteina
variante esta siendo estudiada como biocatali-
zador de la oxidacién de compuestos fendlicos
de diferente potencial redox.

Por otro lado, se han modificado quimica-
mente los grupos amino de la superficie de
la molécula del citocromo c de corazon de
caballo, con compuestos anfifilicos como el
polietilenglicol y en los grupos carboxilo con
radicales metilo, los cuales otorgan mayor hi-
drofobicidad en el sitio activo como son los
propionatos del grupo hemo. La doble mo-
dificacion quimica (pegilacion en la superfi-
cie y metilacion del grupo hemo) mejor6 las
propiedades biocataliticas del citocromo c en
los sistemas de reaccion con solventes orga-
nicos. El citocromo doblemente modificado
(PEG-Cyt-MET) fue capaz de oxidar 16 de 20
compuestos ensayados, mientras que el ci-
tocromo no modificado fue capaz de oxidar
solo ocho de estos compuestos (tabla 2). De
tal manera, la modificacion quimica de pro-
teinas puede ser una herramienta importan-
te para disefar nuevos biocatalizadores que
puedan aplicarse para resolver problemas de
contaminacion ambiental.
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Los hongos ligninoliticos sintetizan un sistema
enzimatico extracelular muy particulary no es-
pecifico. El mecanismo de estos sistemas res-
ponsables de degradar la lignina esta basado
en la formacion de radicales libres, lo cual hace
que estas enzimas sean activas cataliticamen-
te sobre una gran diversidad de sustratos orga-
nicos. Debido a esto, los hongos ligninoliticos
poseen un uso potencial muy atractivo en la
biorremediacion de ambientes contaminados
con mezclas complejas de contaminantes pe-
ligrosos. Estos hongos tienen la capacidad de
mineralizar completamente a CO, los contami-
nantes muy recalcitrantes, como los bifenilos
policlorados, los explosivos aromaticos, los hi-
drocarburos policiclico aromaticos, los plagui-
cidas clorados y organofosforados. Asimismo,
pueden decolorar efluentes contaminados con
colorantes de origen industrial. Todo esto resal-
ta la versatilidad de los sistemas enzimaticos
de los hongos ligninoliticos, ya que son enzi-
mas de poca especificidad que pueden recono-
cer sustratos con estructuras moleculares muy
diversas.

En la literatura pueden encontrarse muchos
ejemplos de tratamientos de contaminantes por
medio del uso de hongos degradadores de lig-
nina o sus sistemas enzimaticos. Se ha demos-
trado la oxidacion de efluentes derivados del
blanqueo del papel con Phanerochaete chrysos-
porium, cuya manganeso peroxidasa es la enzi-
ma responsable. De la misma manera, las lacasas
de Trametes versicolor se han identificado como
enzimas muy eficientes en la decoloracion de
estos efluentes. Las peroxidasas dependientes
de manganeso obtenidas de Bjerkandera adusta
y de Pleurotus eryngii, asi como las isoenzimas de
lacasas de Coriolopsis gallica, han sido utilizadas
en la degradacion de colorantes sintéticos tipo
azo, o de diversos colorantes industriales. Por
otro lado, se ha observado la mineralizacion de
2,4-diclorofenol, 2,4,6-triclorofenol, guayacoles
policlorados, diversas vainillinas policloradas y
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Tabla 2. Oxidacién de compuestos contaminantes por el citocromo ¢ modificado quimicamente
(Tinoco y Vazquez-Duhalt, en Enzyme Microb. Technol., 22, 1998).

Actividad especifica (min-)

Compuesto aromatico No modificado PEG-Cyt-Met
7,12-Dimetilbenzantraceno 24.59 (£ 1.52) 80.33 (+3.83)
1,2:3,4-Dibenzantraceno NR 16.60 (+2.24)
Azuleno 2.26 (+0.29) 1432 (£ 0.57)
3-Metilcolantreno 1.88 (+0.07) 10.96 (+ 0.54)
7-Metilbenzo(a)pireno NR 7.56 (+0.42)
1,2:5,6-Dibenzantraceno NR 5.70 (+ 0.31)
Trifenileno NR 5.27 (£ 1.05)
Dibenzotiofeno 0.67 (+0.06) 4.73 (£ 0.05)
Antraceno 0.33 (+0.06) 3.09 (+0.32)
Tiantreno 0.49 (+ 0.06) 1.41 (+0.08)
Pireno 0.51 (+ 0.05) 0.97 (+0.03)
Fluoroantreno NR 0.65 (+ 0.09)
Acenafteno NR 0.40 (+ 0.01)
Benzo(a)pireno 0.22 (+0.02) 0.39 (+ 0.06)
Fluoreno NR 22 (+0.01)
Fenantreno NR 0.17 (£ 0.02)
Criseno NR NR
9,10-Dimetilantraceno NR NR
Naftaleno NR NR

Bifenilo NR NR

NR: no se detect¢ la reaccion enzimatica.

pentaclorofenol por el hongo P. chrysoporium,
pero también se ha observado que los fenoles
policlorados son sustratos de las peroxidasas
extracelulares de este hongo, como la lignino
peroxidasa y la manganeso peroxidasa. La lig-
nino peroxidasa y la manganeso peroxidasa de
P. chrysoporium asi como la cloroperoxidasa de
Caldariomyces fumago son enzimas capaces de
catalizar la deshalogenacion en la posicion 4 del
anillo aromatico del pentaclorofenol. Debido a
que esta deshalogenacion da lugar a la quinona,
este proceso se denomina deshalogenacion oxi-
dativa, obteniéndose la tetraclorobenzoquinona
como producto final (figura 4). La combinacién
de la accion de estas enzimas con el sistema
intracelular reductor en P. chrysoporium ha per-
mitido la deshalogenacion completa del penta-
clorofenol.

Los hongos ligninoliticos también poseen
un sistema enzimatico intracelular, el sistema
de monoxigenasa citocromo P450. Estos siste-
mas enzimaticos llevan a cabo la degradacion
de compuestos xenobidticos como el fenantre-
no, el benzo(a)pireno o el DDT en cultivos de P.
chrysoporium. El citocromo P450 de Pleurotus
ostreatus fue capaz de transformar tres pla-
guicidas organofosforados: Fosmet, Terbufos
y Azinfos-metilico, ademas de otros plaguici-
das como el paration, malation y triclorfon. En
estos estudios se analizd una coleccion de 18
cepas de hongos, las cuales degradaron in vivo
al parathion adicionado en los cultivos con un
tiempo de incubacion de 96 horas. Tres cepas
mostraron una elevada actividad degradativa,
Bjerkandea adusta, Pleurotus ostreatus y Pha-
nerochaete chrysosporium. La eficiencia de de-
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Figura 4.
Deshalogenacion oxidativa del pentaclorofenol por las lig-
nino, manganeso o cloro peroxidasas de hongos.
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Biotransformacion de plaguicidas por el sistema de mo-
noxigenasa citocromo P450 de Pleurotus ostreatus (Jaure-
gui et al, en Biodegradation, 14,2003).
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gradacion fue en el rango de 50 a 96% en 96
horas. En la figura 5 se muestran las estructu-
ras moleculares de los plaguicidas que fueron
transformados por estos sistemas de monoxi-
genasas y los productos de la biocatalisis, estos
ultimos, identificados por espectrometria de
masas acoplada a cromatografia de gases. Es-
tos estudios pudieron comprobar que los pro-
ductos de la degradacion de los plaguicidas son
menos toxicos, ya que no inhibieron la activi-
dad de acetilcolinesterasa in vitro, como sucede
con los plaguicidas originales. Al igual que los
sistemas enzimaticos extracelulares, el sistema
de monoxigenasa citocromo P450 es inespeci-
ficoy puede reconocer sustratos de una amplia
diversidad de estructuras moleculares.

Otro grupo de compuestos de interés am-
biental son industriales. La
complejidad y la diversidad de sus estructu-
ras quimicas dificultan mas los procesos para
su biotransformacion. El problema es mayor
cuando se considera que los efluentes conta-
minados contienen siempre mezclas complejas
de colorantes industriales. Se ha estudiado la
decoloracion in vivo en laboratorio de 27 co-
lorantes de uso textil, por 15 diferentes cepas
de hongos de los géneros Pleurotus, Trametes,
Phanerochaete, Caldaromyces,  Bjerkandera,
Trametes y Sporotrichum. La capacidad para
decoloracion de estas cepas se incremento
considerablemente cuando se cultivaron en
condiciones ligninoliticas, es decir, cuando se
cultivaron en material lignocelulésico como la
cascarilla de granos de avena. También se ob-
servo que los extractos extracelulares de cepas
de P. ostreatus y de T. hispida obtenidos por fer-
mentacion en estado solido, provocaron la ma-
yor actividad decolorante para los compuestos
Azul reactivo Oriosol 185, Azul acido 185 vy el
Negro acido 194. Estos estudios condujeron a
la conclusion de que las lacasas producidas por
estas cepas son las responsables de la activi-
dad de decoloracion. Las lacasas de T. hispida
y de Coriolopsis gallica han sido ampliamente
utilizadas para llevar a cabo biotransformacio-
nes de efluentes contaminados generados por
la industria textil.

los colorantes
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La peroxidasa versatil obtenida de Bjerkan-
dera adusta también es capaz de catalizar la de-
coloracion de estos compuestos. Esta enzima
presenta ambas actividades de lignino peroxi-
dasa y de manganeso peroxidasa. En la tabla 3
se muestran las velocidades de decoloracion de
27 compuestos que son colorantes artificiales.
Se estudio la actividad de la enzima en dos di-
ferentes condiciones de reaccion: en presencia
de manganeso y condiciones reportadas como
optimas para su actividad de manganeso pe-
roxidasa y la otra en ausencia de manganeso
y bajo las condiciones de lignino peroxidasa. La
capacidad de decoloracion de esta enzima se
incremento al adicionar intermediarios en la re-
accion. Los intermediarios en estas reacciones
son compuestos organicos pequenos de origen
natural como el alcohol veratrilico, la acetosin-
gona o el siringaldehido.

A pesar de la imperiosa necesidad de de-
sarrollar procesos mas limpios y eficientes, Ia
utilizacion de enzimas como catalizadores in-
dustriales se ha rezagado por dos importantes
razones: inicialmente por la falta de las activi-
dades idoneas, y en algunos casos en los que se
cuenta con la enzima apropiada, por la inesta-
bilidad intrinseca de las proteinas a las condi-
ciones industriales de reaccion. Existen de mo-
mento tres poderosas estrategias integradoras
encaminadas a resolver estas limitaciones: la
bioprospeccion, la evolucion in vitro y la modi-
ficacion sobre diseno.

Muchas lineas de evidencia, desde la mi-
croscopia Optica hasta el analisis de acidos
nucleicos, indican que las técnicas de cultivo
existentes descubren solamente una minuscu-
la fraccion (menos de 1%) de la microflora de
un suelo normal, que puede llegar a contener
de 5000 a 10000 diferentes especies bacte-
rianas. El universo de actividades enzimaticas
por descubrir es todavia mas basto si conside-
ramos que del millon y medio de especies de
hongos predichas, solamente se han descrito
72000. Las limitaciones de la microbiologia
han conducido a que solamente 3000 activi-
dades enzimaticas hayan sido caracterizadas
a la fecha, mientras que se prevé existen por
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Tabla 3. Velocidad de decoloracion de diferentes colorantes industriales por la peroxidasa versatil de Bjerkandera adusta.

(Tinoco R. et al., 2007 J. Mol. Catal. B: Enzymatic 46: 1-7)
Velocidad de decoloracion (AA min* mmol?)

Colorante (C.I.) Absmax H 4 sin Mn(lI) pH 3 con Mn(l1)
Acid black 194 570 2.05(+0.19) 0.19(+0.14)
Acid blue 185 620 12.98(+0.55) 12.5(+0.74)
Acid red 51 525 1.17(0.09) NR

Direct black 22 485 0.31(+0.02) 0.43(+0.05)
Direct blue 199 620 25.64(+0.81) 6.90(+0.13)
Direct blue 2 570 2.14(+0.11) 2.57(+0.09)
Direct green 6 620 1.24(+0.14) 0.19(+0.07)
Direct orange 26 495 1.76(£0.21) 1.93(£0.05)
Direct red 23 510 3.79(£0.14) 1.55(+0.09)
Direct yellow 58 415 0.08(+0.01) NR
Disperse blue 79 560 0.21(+0.01) NR
Disperse red 60 535 0.01(+0.003) NR

Reactive black 5 595 5.36(+0.26) 5.95(+0.50)
Reactive blue 18 605 2.19(+0.26) 1.17(£0.10)
Reactive blue 19 590 1.81(+0.19) 3.05(x0.17)
Reactive blue 38 20 10.78(+0.07) 20.57(+0.86)
Reactive blue 72 665 0.47(+0.07) 1.43(+0.14)
Reactive blue 198 625 2.67(+0.05) NR

Reactive green 19 610 1.05(+0.12) 0.69(£0.05)
Reactive orange 16 485 0.27(+0.01) NR

Reactive red 4 540 1.35(+0.08) NR

Reactive red 141 540 1.02(£0.12) NR

Reactive red 180 540 0.52(+0.04) NR

Reactive yellow 2 400 0.14(+0.02) NR

Reactive yellow 84 410 0.07(+0.01) NR

Reactive violet 5 555 2.25(+0.03) 2.87(+0.21)
Vat blue 7 605 0.03(£0.00)
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Tabla 4. Constantes cinéticas del citocromo c de levadura nativo y variantes en la oxidacién del pireno

(Vazquez-Duhalt, en J. Mol. Cat. B: Enzymatic, 7, 1999).

Variante

Ala87;Thr102
Ala52;Thr102
Ala73;Thr102
Alag86;Thr102
Ala72;Thr102
Ala79;Thr102
Phe82;Cys102 (Nativa)

Phe67;Thr102

lo menos otras 10 000 esperando ser identifi-
cadas. En estos momentos, el reto a vencer es
como tener acceso a esta rica fuente de recur-
sos naturales. Dada la impredecible diversidad
de especies que habitan un sitio en particular,
la alternativa mas explorada a la fecha se fun-
damenta en la amplificacion masiva de acidos
nucleicos a partir de muestras ambientales, Ila-
mada bioprospeccion. Algunos casos exitosos
que han aplicado esta estrategia son el aisla-
miento de genes que codifican para nuevos an-
tibidticos, la identificacion de actividades enzi-
maticas con nuevas propiedades, por ejemplo
o-amilasas mas termoestables, la utilizacion
de sustratos novedosos, o inclusive la recupe-
racion de vias metabdlicas completas.

Como alternativa al uso de la biodiversidad
natural, se han desarrollado métodos in vitro
que permiten la generacion acelerada de va-
riantes sobre una secuencia en particular. Es-
tos métodos se basan en simular la evolucion
Darwiniana en un tubo de ensayo, e involucran
la generacion y seleccion de una biblioteca mo-
lecular con suficiente diversidad como para que
la funcién alterada requerida se encuentre re-
presentada. Esta diversidad molecular se pue-
de crear tipicamente mediante mutagénesis al
azar. Aquellas variantes funcionalmente mejo-
radas son identificadas de manera preliminar
mediante métodos de seleccion o de escrutinio
de alto desempeno y entonces utilizadas como
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cat 'M,app k:at/ KM.app
(s (s (stM7)
0.39 39 99
0.18 47 39
0.28 75 38
0.17 4.0 33
0.13 4.0 33
3.28 1018 32
0.31 9.7 32
0.10 3.3 32

padres de la siguiente ronda de evolucion. La
gran ventaja de la evolucion in vitro es que so-
lamente requiere de la secuencia del gene que
codifica para la enzima de interés y no de Ia re-
solucion de su estructura tridimensional, aun-
que un conocimiento mas profundo del me-
canismo de reaccién permite tomar mejores
decisiones sobre |a estrategia de seleccion.

El disefio racional de proteinas esta emer-
giendo como la técnica idonea para estudiar los
principios generales que rigen la estructura y la
funcion de las proteinas. La meta de muchos de
estos estudios ha sido la generacion de proteinas
con nuevas funciones, incluyendo el aumento de
la tasa catalitica de algunas reacciones. De ma-
nera muy especial, la habilidad para disenar una
enzima para llevar a cabo una reaccion quimica
especifica tiene potenciales aplicaciones am-
bientales. La utilizacion de las herramientas mo-
leculares para el disefio de biocatalizadores mas
eficientes en la degradacion de compuestos con-
taminantes ha abierto un nuevo panorama en Ia
aplicacion ambiental de las enzimas. La mutacion
sitio dirigida de algunos residuos especificos del
citocromo ¢ ha permitido aumentar la eficiencia
catalitica en la degradacion de hidrocarburos aro-
maticos policiclicos (tabla 4).

Dos factores limitan la aplicacion a gran es-
cala de las enzimas: su actividad y sobretodo,
su estabilidad en condiciones de proceso. Las
peroxidasas y en general la hemoproteinas se

11/14/07 5:04:25 PM



360 | Biocatalisis ambiental

Tabla 5. Estabilidad catalitica e integridad del hemo de variantes del citocromo c de levadura en presencia de 1 mM de
peroxido de hidrogeno.

Variante de citocromo Estabilidad cataliti- Banda Soret. kcat KM H202 Eficiencia
levadura ca.Tiempodevida Tiempodevida (seg-1) (M) catalitica

media (min) media(min (kcat/KM)

WT 16 (T-5A, C102T) 8.3 17.2 11.4 6.97 x 102 163

Y46F Y48F, Y67F, Y74F YO7F 0.7 455 8.7 5.50x10° 1592

N521,Y67F 0.5 estable 0.01 2.76x 103 6

N521,Y67F, M80A 121 40.0 0.19 3.91x107? 5

N52I, W59F, Y67F 0.4 estable 8.6 8.14x10° 1062

N521, W59F Y67F, F82G 91.3 estable 8.4 412 x107? 205

N521, W59F, Y67F, K79A, F82G  estable 170 10.1 7.26 x 107 139

inactivan en la presencia de un exceso de su
sustrato, el peroxido de hidrogeno, o en ausen-
cia de un sustrato reductor (por ejemplo un
contaminate). Por medio de un disefio racional
y mutaciones sitio especificas se ha podido ob-
tener un biocatalizador estable a las condicio-
nes de reaccion (tabla 5).

Finalmente, muchos aspectos de nuestras
vidas han sido mejorados gracias a la industria
quimica. Uno de los mas importantes es el au-
mento en la esperanza de vida, que paso de 47
anos en 1900, a 75 anos en 2000. Gran parte
de este aumento se debe a la mejora en los ser-
vicios de salud, incluyendo el desarrollo y uso
de medicinas. También la industria quimica ha
contribuido a tener acceso, en general, a aguay
comida de mejor calidad. Cada una de las acti-
vidades humanas se ha hecho mas eficiente y
mas segura.

Sin embargo, no hay que olvidar que la
industria quimica también es responsable
del deterioro ambiental, el cual ha llegado
en nuestros dias a niveles que claramen-
te pueden afectar la salud del planeta y del
ser humano. Como se ha analizado en estas
paginas, una de las prioridades del ingenio
humano es continuar con el desarrollo tecno-
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l6gico y con la mejora de las condiciones de
vida pero sin alterar el ambiente. En nuestro
pais aun abundan pobladores que no tiene
acceso a los satisfactores minimos que todo
habitante de este siglo deberia tener. Esto
implica que aun tenemos que producir una
gran cantidad de satisfactores adicionales
para esa parte de la poblacion. El reto estara
enincrementar nuestra produccion industrial
sin incrementar el impacto de esta actividad
sobre el ambiente.

Por otro lado, si bien el petréleo y en gene-
ral los combustibles fosiles han sido el motor
de este cambio dramatico de la forma de vida,
estas fuentes energéticas no son renovables e
inexorablemente se agotaran. Tendremos que
producir una gran cantidad de productos que
ahora dependen de la disponibilidad del pe-
tréleo como materia prima, y ademas producir
aquellos que no necesitan del petroleo como
materia prima, pero que dependen de €l como
fuente de energia.

Las dos grandes fuerzas promotoras e in-
ductoras para el cambio tecnolégico en los
proximos anos son la energia y el ambiente. Sin
duda la biocatalisis ambiental tiene un nicho
importante en este inevitable cambio. ©
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