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“Desarrollo de cepas bacterianas modificadas genéticamente para la implementación de un sistema de biodegradación  de 2,4-dinitrotolueno”

Problemática a resolver y significado económico

El proyecto tiene como finalidad la construcción de cepas bacterianas recombinantes con capacidad de degradar 2,4-dinitrotolueno (2,4-DNT), un compuesto exclusivamente sintético ampliamente utilizado a nivel industrial. El 2,4-DNT es intermediario en la síntesis de toluendiisocianato (TDI), el cual es utilizado en la producción de espuma de poliuretano. El volumen de producción mundial de 2,4-DNT se estima en ca. 850.000 toneladas por año de lo cual el 99% es producido como intermediario en la síntesis de poliuretano. Este compuesto causa cáncer hepático en animales y es un posible cancerígeno en humanos (Environmental Health Center, USA); y ha sido además clasificado por la Agencia de Protección del Medio Ambiente (EPA) de Estados Unidos, como tóxico humano y ecológico prioritario siendo la concentración máxima de 2,4-DNT permitida en el ambiente es de 130 μg/L. 

En nuestra Provincia existe una importante planta industrial (Petroquímica Río Tercero) que produce TDI (abarca el 2% de la producción mundial). La eliminación del efluente conteniendo 2,4-DNT (~120 mg/L; 24 m3/día) se realiza actualmente mediante un sistema de incineración por lo que la implementación de un proceso biodgradativo sería una alternativa ecológica y económicamente conveniente. En este sentido se estima globalmente que la implementación de un sistema biodegradativo significaría un ahorro de 50-100.000 U$S / año respecto al sistema de incineración. 

Metodología de trabajo
a) Antecedentes. Investigaciones recientes indican la existencia de un número de especies bacterianas capaces de degradar compuestos nitroaromáticos (1-4), sin embargo todos presentan inconvenientes para su uso industrial. Algunas generan intermediarios metabólicos recalcitrantes (4) y otras (1-3) poseen el inconveniente de ser patógenos oportunistas en humanos, infectando principalmente a individuos inmunocomprometidos y personas con Fibrosis Quística (5-8). De esta manera, estas especies bacterianas no pueden utilizarse para implementar un proceso biodegradativo a nivel industrial ya que sería un riesgo para la salud humana y la preservación del medio ambiente.

Para superar este inconveniente iniciamos la construcción de una cepa recombinante con características de inocuidad para el medio ambiente tal como Pseudomonas fluorescens (9). Esto se está llevando a cabo mediante la transferencia de los genes que codifican las enzimas de degradación del 2,4-DNT (ver Esquema en pag. siguiente) al cromosoma de P. fluorescens. La via metabólica de mineralización mejor descripta es la presente en cepas de Burkholderia cepacea (strain DNT, R34, PR7 y JS872), las cuales son capaces de crecer en 2,4-DNT como única fuente de carbono y energía (10-12). La reacción inicial convierte al 2,4-DNT en 4-metil-5-nitrocatecol (4M5NC) y es catalizada por una dioxigenasa (codificada por el gen dntA) (13) que adiciona grupos hidroxilo en las posiciones 4 y 5 del anillo aromático siendo el grupo nitro eliminado en forma no-enzimática. La posterior oxidación del 4M5NC, es catalizada por una oxigenasa (gen dntB) (14, 15), que produce 2-hidroxi-5-metil quinona (4H5MQ) por remoción del segundo grupo nitro. La acción consecutiva de una quinona reductasa (gen dntC) dependiente de NADH y una dioxigenasa (gen dntD) producen la ruptura del anillo aromático (16). Posteriormente la enzima dntG y dntE producen ácido pirúvico, acetimalónico y propionil CoA (17). 

Los genes codificantes para las enzimas mencionadas, residen en un megaplásmido (180 Kb), distribuidos en diferentes operones y han sido aislados y secuenciados (con excepción del gen dntC, ver más adelante) (12). También se ha demostrado que sus promotores son funcionales en E. coli.

Esquema 2. Vía metabólica del 2,4-DNT en Burkholderia cepacea

b) Resultados previos obtenidos en nuestro laboratorio. La identificación y cuantificación de 2,4-DNT y los productos iniciales de degradación es de fundamental importancia para el desarrollo de los distintos objetivos planteados. En este sentido mediante cromatografía en HPLC utilizando una columna C-18 se logró separar y cuantificar 2,4-DNT, 4-MNC y THT.  Asimismo tal como se mencionó anteriormente en nuestro laboratorio contamos con la cepa de Burkholderia capaz de crecer en 2,4-DNT como única fuente de carbono y energía. A partir de la determinación de la demanda bioquímica de oxígeno (DBO) y cuantificación de los productos de degradación se corroboró que esta cepa bacteriana consume eficientemente 2,4-DNT tanto a partir de cultivos con el compuesto comercial como el presente en el residuo de la planta industrial de la Petroquímica, llegando a niveles de consumo de aproximadamente el 90%. Este último resultado confirma que la vía degradativa propia de esta especie es óptima para la degradación del 2,4-DNT presente en el residuo industrial. 
Como se comentó previamente iniciamos la modificación de una cepa de P. fluorescens mediante transferencia de los genes dntA, dntB y dntD (cedidos por el Dr. J. Spain, USA) que codifican las enzimas de las primeras etapas de degradación de 2,4-DNT (ver Esquema). Cabe destacar que el gen dntC codifica una reductasa inespecífica presente en forma ubicua y que hemos constatado que está presente en P. fluorescens. Los genes fueron transferidos al cromosoma de P. fluorescens mediante eventos de conjugación y transposición utilizando plásmidos de la serie pUT-miniTn5 (18) con distintos marcadores de selección. La inserción de los genes en el cromosoma de P. fluorescens fue confirmada por Southern blot. La funcionalidad de las enzimas correspondientes se realizó mediante medición de la actividad de cada una de las enzimas utilizando un ensayo colororimétrico que permite la detección de la actividad “in vivo” (12). 
c) Objetivos.  El presente proyecto se enmarca en una línea de trabajo cuyo objetivo general  es implementar tecnologías que nos permitan obtener cepas bacterianas con capacidad de biodegradar compuestos sintéticos tóxicos. El primer objetivo particular de este proyecto es finalizar con la generación de una cepa de P. fluorescens recombinante con capacidad de degradar 2,4-DNT. El segundo objetivo, una vez logrado el primero, es determinar de las condiciones óptimas de degradación de 2,4-DNT por la cepa de P. fluorescens recombinante en cultivos líquidos en "batch" y en un bioreactor en sistema continuo a fin de implementar un diseño de sistema de biodegradación industrial a escala de laboratorio. A continuación se describe brevemente  estos dos objetivos. 


a) Finalización de la construcción de una cepa de P. fluorescens con capacidad de degradar 2,4-DNT.  Como se comentó previamente al presente se ha logrado incorporar al genoma de una cepa de P. fluorescens los genes dntA, dntB y dntD que codifican parte de la vía degradativa de 2,4-DNT presente en  B. cepacea. Se ha comprobado que los genes son activos en P. fluorescens mediante medición de la actividad enzimática de las enzimas codificadas por los mismos. Actualmente se trabaja en la incorporación de los genes dntG y dntE a fin de completar la vía metabólica. Estos genes están presente en un fragmento genómico de B. cepacea clonado en un plásmido de E. coli (17). Se tiene programado aislar ambos genes mediante PCR y subclonarlos en un vector de la serie pUT-miniTn5 (18) con resistencia a cloramfenicol. Posteriormente estos genes serán  transferidos al cromosoma de la cepa de P. fluorescens antes mencionada mediante conjugación. Los clones transconjugantes obtenidos serán aislados y analizados mediante la capacidad de crecer 2,4-DNT como única fuente de carbono y nitrógeno. 

b) Determinación de las condiciones óptimas de degradación de 2,4-DNT por la cepa de P. fluorescens recombinante en cultivos líquidos en "batch" y en un bioreactor en sistema continuo. Una vez obtenida la cepa de P. fluorescens recombinante se determinará su capacidad de degradar el 2,4-DNT presente en el efluente industrial. Se analizarán distintas condiciones de temperatura, pH, concentración de 2,4-DNT, composición del medio de cultivo y tamaño del inóculo con la finalidad de caracterizar las condiciones donde el desarrollo de la cepa y degradación de 2,4-DNT sean máximos. Dichas determinaciones se realizarán mediante cuantificación de metabolitos por HPLC y recuento de células viables en placas de agar nutritivo. A continuación se desarrollará el diseño del proceso biodegradativo a escala de laboratorio mediante el uso de un bioreactor de sistema continuo lo cual permitirá analizar la cinética de biodegradación en las condiciones establecidas. Esta última etapa se llevará a cabo en el PROIMI (Tucumán) en colaboración con el Dr. F. Siñeriz. 
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Recursos disponibles

El grupo de trabajo esta constituido por el que suscribe, la Dra. Andrea M. Smania y la Lic. Mariela R. Monti. La etapa correspondiente a cultivos líquidos en sistema continuo se llevarán a cabo en colaboración con el PROIMI (Tucumán) bajo la dirección del Dr. Faustino Siñeriz. 

El grupo de trabajo cuenta con espacio suficiente (45 m2) para el desarrollo del proyecto; sistema de computación con conexión a Internet y comparte con el resto de la institución cámara fría, cuarto de cultivo, bioterio, biblioteca, salas de equipamiento pesado y personal no-docente para limpieza de material de vidrio y laboratorios, electroporador, equipos de PCR, incubadores para cultivo de células, un bioreactor para células bacterianas, "phosphorimager", ultracentrífugas, centrífugas tipo sorvall, espectrofotómetros, espectrofluorómetro, luminómetro, microscopio de fluorescencia, sistema de video-microscopía, liofilizadores, separador de células por fluorescencia, contadores de radioactividad (centelleo líquido), sistema de cromatografía de proteínas de alta presión, sistema preparativo de cromatografía por isoelectroenfocado, sistema de electroforesis a pulso para DNA, congeladores a -80°C. 

Se dispone además en el Dpto. de Química Orgánica de la Facultad de Ciencias Químicas con equipos de HPLC, resonancia magnética nuclear, espectroscopia de masa, cromatografía líquida de alta performance y cromatógrafo en fase gaseosa. 

La financiación del proyecto hasta el momento proviene de subsidios de entidades públicas (ver Curriculum Vitae). 

Antecedentes del grupo en el tema

Este proyecto se ha iniciado dos años atrás y los resultados parciales han sido expuestos en Congresos Científicos. 

- Monti M.R., Smania A.M. y Argaraña C.E. "Biodegradación de 2,4-dinitrotolueno (2,4-DT): Construcción de una cepa de Pseudomonas fluorescens capaz de biodegradar 4metil-5-nitrocatecol" Reunión Iberoamericana de Bioquímica, Biología Molecular y Biología Celular, Viña del Mar, CHILE, noviembre 2000.

- Monti M.R., Smania A.M. and Argaraña C.E. “Biodegradation of 2,4-dinitrotoluene by a genetically modified Pseudomonas fluorescens strain” XXXVII Reunión Anual de la SAIB, Carlos Paz, noviembre 2001.
Cronograma de actividades

El proyecto presentado se estima será concluido en el término de un año a partir de la fecha de esta presentación. 

Empresas a la que podrá estar destinado el proyecto

Petroquímica Río Tercero (Río Tercero, Córdoba).
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