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para aplicaciones de biorremediacion.

nimados por el ereciente nimero de éxitos en la

Biorremediacion, los investigadores ahora se concen-

tran en identificar y optimizara los agentes bioguimicos
activos involuerados en este proceso: las enzimas. El conpcimien-
to acerca de'las enzimas con capacidad de degradacion que se
usan ¢n proyecios de biorremediacion —provenientes de bacterias,
hongos o plantas— pueden convertirse en conocimientos tan im-
portantes como el pHodel suelo, la temperatura, la humedad v la
biodisponibilidad de los contaminantes, “Nosotros permanecimos
varios afios cn la oscuridad acerca del conocimiento de la ingenie-
ria de procesos, hasta que identificamos a las cnrimas™, dijo Steve
McCutchean, investigador ¢n Ingenieria Ambiental de 1a EPA_ del
Laboratorio de Investigaciones Ambientales en Athern; GA.

Muchos investigadores piensan gue los proyvectos de biorremediacion
pueden ser mas exitosos si se estudia el mecanismo catalitico de las
enzimas. El primer paso de este proceso es identificar las enzimas
criticas; despucs los cientificos pueden tomar este conocimiento ¢
incorporar los genes que expresan las enzimas en otros organismos.
Las enzimas gue dan buenos resultados pueden ser incorporadas en
plantas y microorganismos comunes en los sitios contaminados, que
toleren las frecuentes condiciones extremas de ambientes contami-
nados mejor que otros organismos no comunes en dichos sitios,

Con base en esta idea. algunos investigadores estan utilizando ingenie-
ria de proteinas para resaltar las habilidades cinéticas de las enzimas,
mediante ¢l redisenio de la catdlisis y ¢l incremento de su capacidad
degradativa v velocidad de transtormacion. *Si nosotros pudicéramaos
transformar facilmente las enzimas para la remediacion del ambiente,
pedriamos vivie en un mundo completamente distinte”, observd Peter
Huk Melson, vicepresidente de Copentagen Based Novo Nordisk, 1a
compaiia productora de enzimas mis grande a nivel mundial.

Los cientificos esperan que el crecimiento de las investigaciones v
aplicaciones de las enzimas no sdlo incremente el éxito de los proyec-
tos de biorremediacion, sino también que haga posible la limpicza del
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ambiente en sitios donde otros métodos han Fallado
“Rediseiiar las enzimas puede dar la posibilidad de re-
mediar ciertes lugares, como aguellos donde la conta-
minacion se encuenire en zonas muy profundas, esté
muy dispersa o los contaminantes sean recalcitrantes,
como los hidrocarburos halogenados”, dijo Rick
Oinstein, lider del grupo téenico del Departamento de
Energia del Laboratorio del Noroeste del Pacifico,

Lina vision critica sobre la identificacion, mejora v
rediseno de las enzimas para degradar desechos toxa-
cos, revela un nueve mercado. Los costos de este pro-
ceso somdifieites de caleular. debido a que salo pocas
empresas nuevas estan ofreciendo estos servicios co-
merciales. Algunas compafias sefalan que la
biorremediacion ex sity con enzimas mejoradas, puede
tener un costo competitivo,

Identificacion de las enzimas

Las enzimas son generalmente responsables de las trans-
formaciones quimicas que tienen lugar en la biorreme-
diacion. Dichas transtormaciones ocurren cuando la
enyimg encuentra s sustrato, el cual sufre una trans-
formacion o ruptura. Las enzimas se clasifican enm:
hidroliticas, reductoras u oxidantes, dependiendo del tipo
de reacciones gque catalicen,

Pard una mejor comprension v control de estos proce-
sos. los cientificos comenzaron por identificar las
enzimas. Reconocen una enzima con caracteristicas
deseables unlizando microorganismos aisindos de mues-
tras de agua o suelo; posteriormente, los micrporganis-
maos productores de dichas enzimas son cultivados con
el fin de incrementar la produccion del extracte de
enzimits ¥ darkes unu aplicacion,

Lista forma de aprovecharlas es la tradicionalmente usa-
da pars encontrar enzimas efectivay de uso industrial.
Par gjemplo, una enzima descubierta en una muestea de
suelo de un templo en Indonesia; es ahora usada para
hidrolizar ¢l almidon a azdcares; otraenzima que se en-
conirg en un cemenierio de Copenhague, ahora se usa
en detergentes para ayudar a remover manchas,

Otro mecanismo es identificar la actividad ensimatica
deseada en un organismao conocido que la exprese en for-
ma adecuada Jean Mare Ballag, codirector del Centro
Penn de Biorremediacion v Detoxificacion, esta utilizan-
do plantas de wodo el mundo que expresan adecuada-
mente la actividad de lacasas y tirosinasas. enzimas que
planea usar para remover fenoles en agua de desecho,
Ballag ha conducido exitosamente experimentos de la-
boratorio aplicades, usando perdxido como cofactor ¥
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plantas de rabuno. que expresan la actividad de la enzi-
ma peroxidasa en aguas contaminadas con fenol.' Con
base en sus resultados, ¢l piensa que las lacasas seran
mas etectivas-en presencia del cofactor.

[En contraste, otro grupo de cientificos estan descubrien-
do v estudiando sucesas por primera ver identificados,
tanto en plantas come: en Microorganismos, que se ¢n-
cuentran naturilmente degrudando desechos (dxicos;
pasteriormente. identificaron las enzimas responsables
de la biotransformacion,

Hace cinco afies, el grupo dirigido por Leée Wolfe. gui-
mico investigador de la EPA, se dedicd a buscar por
qué algunas familias de compuestos organicos toxicns
son degradados mis rapidamente bajo ciertas condi-
ciones. Un miembro del grupo asumio que ¢s debido a
las enzimas y buscaron descubrir de donde provenian,
Laura Carreira, investigadora en Bioguimica, fue con-
tratada por la EPA para detectar dichas enzimas wsan-
do la prueba estindar de ELISA. una técnica de
anticuerpos originalmente utilizada para pruchas médi-
cas. “La primera noticia fue que si se presentaba la de-
gradacion, despuds habia que imaginar ¢como ocurria
dicha degradacion, Actualmente se tienen herramientas
para hacer esto™, dijo Carreira,

Usando pruebus de ELISA, el grupoe de investigacion veri-
licd que las enzimas responsables de la biodegradacion eran
producidas por kas plantas y no por los microorganismos.”
Este fue el primer ejemple de éxito de fitorremediacion de
compuestos organicos —un paso significativo para hacer
mas comun el use de plantas para eliminar. por ejemplo,
metales ded suelo.—~En coalquier parte encontramas signi-
fieativas actividades enzimiticas, que ocurren en forma
natural para la bictransformacion de mezelas de contami-
nantes en sedimentos v suelo. Tenemos que aishar las
enzimas de las plantas que cansan dicha transtformacion”,
indicaron los investigadores. Los cientificos plensan que ¢l
desarrollo de las 1éenicas innovadoras de torremediacion,
seran revolucionarias una vez que se logre: descubrir los
sistemas enyimiaticos que degaradan los compuestos gui-
micos involucrados.

Una filosolia similar es guiada por el grupo de investiga-
dores del Servicio de Remediacion Ambiental de Dupont,
“Slempre seasume gue las enzimas estan trabajando en
nuestros servicios de biorremediacion: sin embargoe. no
siempre contcenios custles son™, dijo Dove Ellis, lider del
grupo de biorremediacion de Dupont que ha desarrollado
un proceso, cuya licencia se tiene ahora disponible, en el
cuatl hay bacterias que deshalogenan solventes clorinados
en aguas subterrdneas. Su colega Martin Odern. monilored
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un grupo de investigacion en Alemania para tratar de iden-
tificar las enzimas que se expresaban en bacterias sultato-
reductores. “Lna vez que sepamos mas, podremos apli-
car la enzimologia a la biorremediacion”, dijo Oden. De
acuerdo con Steven Aust, profesor de Bioquimica de la
Universidad de UTA, la identificacion de las enzimas es
una de los pasos mas imporantes adoptados por su com-
pafiia. “Si i no quieres entender los procesos boguimicos
de las enzimas, tus posibilidades de fallar en un proceso
de biorremediacion son muy altas”, comentd Aust. Su
trabajo coma lider en el desarrollo de una pequenia com-
pania, fafech Cne-Eighte, la cual cuenta con una liceneia
de patente en-el proceso de degradacion para una amplia
variedad Jde contaminantes toxicos. usando hongas de la
pudricion blanca. dichos contaminantes imcluven TNT y
otros explosivos. creosote, asi como hidrocarburos
poliaromiticos, bifenilos policlorinados (PCBs), vy DDT

Manipulacion genética

La manipulacion de las enzimas. a futuwro, podrd ser
creativa v ayudar a que estos calalizadores sean em-
pleados para la limpieza del ambiente: Los provectos
pueden incluir: extracr las enzimas v aplicar extractos
libres de odlulas: insertar el material genético de las
enzimas en otras prEanismos; proponer como las
enzimas pueden dar mejores resultados que en ¢l orga-
nismao eriginal. *Hemos tenido éxito mejorando la capa-
cidad degradativa de un organismo mediante la alteracion
de la enzima encargada de degradar PCBY, dijo Frank
Mandella. uno de los lideres del grupo del centro de
lnvestigacion ¥ Desarrollo de Energia General (Nue-
va York}). Despues de descubrir que dos enzimas
degradadaras de PCB eran casi idénticas, pero mos-
traron dramaticas diferencias en el rango de ataque
de los PCB, Mandella v sus enlaboradores alteraron
aspecifi-camente los aminodeidos en los gue diferian
dichas enzimas. “Esta modificacion dio como resul-
tado una nueva cepa que muestra mejores activida-
des gque ambas enzimas, la cual ataca 4 und gran
varicdad de POB, incluso mayor que fa mostrada por
las cepas similares aisladas del medio ambiente.”

Con el ueimpo, Mandella espera realizar nuevas investi-
gaciones sobre mutagénesis y estudios de suelo en la-
boratorio para probar la efectividad de esta nueva cepa
“La actividad del microorganismo es buena, pero hay
gue evaluar que realmente pueda trabajar en suelos conta-
minados”, sefald Mandella. Este mismo optimismo
maestre: John Glasar; lider del equipo la EPA para la
Biorremediacion de Suelos del Laboratorio Nacional de
Investigacion ¥ Manejo de Riesgo en Cinginnati, OH.
Gilaser resaltod que las enzimas algunas veces pueden no
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expresarse después de msertar €] material genético en
olro OrEanismao,

Junia con esta metodologia de expresar material gengdtico
en diferentes organismos huésped, los cientificos han
usado otros meétodos para ayudar a la degradacion
enzimdtica de desechos toxicos, En el Departamento de
Energia de Savannah, se monitored un proceso de
remediacion patentada para rescatar el Rio Savannah
tratando aguas contaminadas con tricloroetileno (TCE),
Lin equipo dirigide por Terry Hiazen, microbialogo am-
biental, reconocié que la Inyeccion de metano en las
apuas subterraneas mejoraba las actividades oxidativas
de las enzimas metano-monexigenasas degradadoras de
TCE. * Actualmente esie L*t]ll]:]]fr constituye una compa-
fiia de biorremediacion,

Hazen ocupa un programa de computadora que inter-
preta en tres dimensiones la estructura cristalina de las
enzimas, parg expiorar posibilidades de manipulacion y
otros factores involucrados en biorremediacion con la
finalidad de mejorar las actividades de interés. “Existen
varios parametros ambientales —plH. fuerza idnica v tem-
peratura, por ejemplo— que pueden causar cambios sig-
nificativos en la estructura de las enzimas™. dijo Hazen.
“MNuestros modelos de prediccion por computadora
muestran varios escenarios, y permiten observar como
ccurren dichos cambios estructurales™ Hazen v su co-
lega Ralph Woll estan tratando de descubrir los detalles
del mecanismo de rederion oxidativa en los sitigs acti-
vos de las enzimas. “Una ver que nosotros entendamos
bien comao funcionan las enzimas bajo diferentes varia-
bles de control, podremos adaptar mejor los procesos.”

El trabajo de Hazen podraalgin dia beneficiarse de las
investigaciones que han llevado a la identificacion de
slras enzimas melano-monoesigenasas gue oxidan TCE
30 veces mas rapido que otras enzimas. ' Thomas
Wood, profesor asistente de Bioguimica e Ingenieria
Ambiental de la Universidad de California, haidentifi-
cado una prometedora enzima metano-monooxigenasa
que se expresa en bacterias de lento erecimiento, Ade-
mas ha explorade la epeion de insertar fas expresiones
enzimaticas en microorganismos de rapido crecimien-
tis, Wood admite que el proceso ¢s “probablemente
comercializable en ginco anos.”

Rediserio de enzimas

Mientras algunos cientificos impulsan las metodologias
de seleccion de organismos vivos. que expresan ade-
cuadamente enrimas de interés, olros intentan redisenar
enzimas basandose en el uso directo de la relacion es-
ructura-funcion-dinamica, Rick Ornstein del Labora-
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torio del Pacifico Noreste, estd motivado por la idea de
redisefiar una enzima v encontrar las respuestas a pro-
blemas ambientales gue aparentemente no tienen solu-
cidm. 8i tiene éxito el trabajo de Ornstein podria brindar
un método para degradar hidrocarburos recaleitranies
halogenados en suelos profundos o bajo condiciones
ambientales dificiles para cualguier microorganismo
dehalogenador conocido,

En un provecto, Ornstein comenzo con un citoeromao
P450 de una bacteria comin en suelos que hidroxila
camfor. Sus colaboradores han mostrado recientemente
que la enzima nativa v las mutantes pueden romper
ciertos etanos pesados halogenados, bajo condiciones
anaerdbicas, peroel 1. 1, 1. tricloroetano no se ve afec-
tado. Una serie de simulaciones por computadors, que
comenzaron con fa estructura de rayos X de los cris-
Liles del citocromo P450, Han mestrado recientes pre-
dicciones donde se espera que una mutante de
citocromo P4530 incremente al doble la dehalozenacion
del tricloroctand.” Si esta prediceion es exitosa, el gene
para el redisenio de la enzima dehalogenadora rediseriada
podrd ser insertado en la microflora nativa que puede
subsistir en condiciones extrenas. “Presumiblemente,
como las células regresan a su nicho familiar, pode-
mas tener una razonable oportunidad de que sobrevi-
van ¢ incrementen la biodegradacion de compuestos
modelo™, dijo Omstein,”

Pira la biorremediacion insitn de un sitio comtaminadao,
una comparia ofrecio sus servicios de torremediacion;
al fimal. la limpieza del lugar fue llevada a cabo por daos
companias estadounidenses que comercializaban siste-
mis 2 base de hongos para la limpieza ambiental. La
capacidad de estos organismos para degradar compues-
tos toxicos organicos se incrementard en el futuro, una
vez que los mecanismos de bioconversion enzimitica
se entiendan mejor, Pero el debate fundamental conti-
nta para investizaciones v aphicaciones futuras.,

Limitaciones de las enzimas

Las investigadores reconocen que la especificidad ex-
trema que caracteriza a muchas enzimas es'a la vez
una debilidad ¥ una fortaleza, La unién precisa del
sustrato con la enzima la hace operar con rapidez v
eficiencia. “El problema es que los compuestos t6xi-
cos son desechados en corrientes de agua limpias™,
dijo Nielsen de Nove Nowdisk, “pero donde exista un
comtaminante peligroso, las enzimas pueden atacarlo.™

Muchos investigadores comparten este punto de vista.
McCutcheon v su equipo han identificado algunas
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enzimas no especificas, especialmente relacionadas con
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plantas viejas, que se piensa pueden atacar mezclas de
compuestos quimicos coma el TNT en forma eficiente.
“Una vez que se tengan plantas que contengan tres o
miis sislemas enzimaticos especificos que degraden los
compuestos descados, éstas podrin ser empleadas.™
Carreira estuvo de acuerdo, y encontrd enzimas
nitroreductasas, presentes en el 20% de las plantas que
probo, v capaces de reducir cualquier grupe nitro unido
a la mayoria de anillos aromdticos de compuestos
aminados. “Un consorcie de enzimas puede trabajar en
sitios con multiples contaminantes™, aseverd Carreiri,

Qtro cambio importante en este campo, es entender el
andlisis de las vias y estar seguro de que las enzimas
completen su trabajo, “Si yn sistema enzimatico trans-
forma un compuesto en productos que son mMas 1Woxices
que la sustancia original, estas mds equivocado que al
principio”, dijo Glaser de la EPA.

Mientras los debates continuan, algunos cientificos es-
tan ansiosos de poner en los aparadores de las tiendas,
enzimas que degraden compuestos hioldgicos. “Bacte-
rias vs plantas vs hongos noes lo mejor. Estos sistemas
no tienen que venie exclusiviemente de alguno de estos
organismos™, dijo Milton Gordon, profesor de
Biequimica de la Universidad de Washington, Gordon
esta trabajanido con Petrdles Occidental como modelo
para remediar una gran drea contaminada con TCE uti-
lizando dlamos.

Oitros investigadores, sin embargo, piensan que las (uen-
tes pueden ser mejores si primero se entienden los prin-
cipios basicos de la remediacion con enzimas: “Con un
coste para remediacion empleando un superfondo de
un trillén de délares, nosotros simplemente no podemaos
proporcionar una claborada investigacion en ingenieria
genétics para cada problema que tengamos’”, insistio
MeCutcheon. 1
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