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Resumen

El cometabolismo microbiano, es decir, la transformacion de un compuesto, llamado cosustrato, en presencia
obligada de un sustrato durante el crecimiento o por células en reposo en ausencia del sustrato de crecimiento es
parte fundamental de la eliminacion bioldgica de compuestos xenobioticos en el ambiente. En este trabajo se hace
especial énfasis en la biodegradacion de hidrocarburos, debido a su amplio uso y distribucion como contaminantes.
Se hace un analisis de los alcances y limitaciones de modelos que explican la cinética del cometabolismo, basados
en la ecuacion de Monod o Michaelis-Menten, modelando el consumo del sustrato y cosustrato de manera
independiente; se incluyen modelos que explican el efecto toxico del cosustrato o una inhibicion de tipo
competitiva. Finalmente, se describe la aplicacion del cometabolismo para la biorremediacion in situ, cuyos
avances se han centrado basicamente en la transformacion del metil-terbutil-éter (MTBE) y en hidrocarburos
alifaticos clorados (HACs) entre los cuales destaca el tricloroetileno (TCE).
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Abstract

Microbial cometabolism, i.e. transformation of a non-growth substrate, namely cosubstrate, in the obligate presence
of a growth substrate by growing cells, or by resting cells in the absent of a growth substrate, is a significant part of
the total biodegradative activity toward xenobiotic compounds. In this work the importance of cometabolism in the
biodegradation of hydrocarbons in the environment is discussed, due to hydrocarbons are the most common
groundwater and soil pollutants. Varieties of kinetic equations, Monod or like Michaeles-Menten expressions that
have been used to describe cometabolism are discussed; these models assumed that biodegradation takes place as
single substrate and the interaction of growth- and non-growth substrate are described as toxic effect or competitive
imhibition. Finally, the applicability of the cometabolism for in situ bioremediation is discussed, Methyl tert-Butyl
Ether- and halogenated hydrocarbons are the most widespread studied compounds.

Keywords: cometabolism, hydrocarbons, kinetics, enzymes.

1. Introduccién mantenimiento celular (Janke y Fristche, 1985;

Criddle, 1993). Se debe aclarar que la presencia del

Varios compuestos sintéticos y organicos, que son
tanto de importancia ambiental como toxicologica
son degradados por cometabolismo. El término
cometabolismo define la transformacion de un
compuesto 1lamado cosustrato, en presencia obligada
de un sustrato durante el crecimiento o por células en
reposo en ausencia del sustrato de crecimiento
(Perry, 1979). El cosustrato o cometabolito no aporta
energia, carbono o algun otro nutriente y en
consecuencia es incapaz de soportar la replicacion
celular. El sustrato de crecimiento actia como un
donador de electrones que proporciona poder
reductor y energia para el crecimiento y el
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cosustrato no induce la actividad de las enzimas
involucradas en su transformacion, ya que se trata de
una transformacion colateral a la degradacion del
sustrato el cual si induce la actividad enzimatica.

Los  primeros estudios acerca  del
cometabolismo datan de finales de los 50s, cuando
Leadbetter y Foster (1959) observaron que
Pseudomona methanica oxidaba el etano pero no
podia ocuparlo como fuente de carbono. Este fue el
primero de una serie de articulos del grupo de Foster,
quienes subsecuentemente observaron que esta
bacteria, al crecer en un medio con metano, podia
transformar  diferentes  hidrocarburos.  Dichos
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estudios iniciales concluyeron que P. methanica no
podia crecer utilizando el etano debido a su
incapacidad para asimilar los productos de oxidacion
en sus vias metabolicas centrales. Foster en 1962
definid a este fendmeno “co-oxidacion™.

Por otro lado, en 1963 Jensen observo que
Pseudomonas era capaz de crecer en
monocloroacetato y deshalogenar tricloroacetato, sin
usar a éste ultimo como fuente de carbono para el
crecimiento. Con estos resultados Jensen generaliz6
el término co-oxidacion para incluir otro tipo de
reacciones, como las deshalogenaciones, y lo llamo
“co-metabolismo™. El término actualmente se ha
extendido para incluir diversas reacciones como son
hidroxilaciones, desnitracion, desaminacion,
hidrolisis, acilaciones o rompimiento de enlaces éter
(Alexander, 1999).

En el presente trabajo se hace una revision del
estado del arte del cometabolismo en hidrocarburos y
de los modelos fundamentales que son utilizados
para explicar la cinética del cometabolismo, tanto la
microbiana como la enzimatica, con el objetivo de
determinar sus alcances y limitaciones. Finalmente
se analiza la aplicacion del cometabolismo en el
campo de la biorremediacion de sitios contaminados
con hidrocarburos.

2. Cometabolismo de compuestos xenobi6ticos en
el ambiente.

Los avances en la sintesis quimica han conducido a
la produccion a gran escala de diferentes de
compuestos organicos, que tienen un destino muy
variable en el ambiente. La mayoria de estos
compuestos son parecidos a algin compuesto
natural, de modo que pueden ser degradados por el
metabolismo  microbiano.  Otros  compuestos
sintéticos tienen estructuras moleculares o secuencias
de enlaces quimicos no reconocibles por los
microorganismos, ¢éstos son los  llamados
xenobidticos,  (xeno: del  griego  extrafio;
Schwarzenbach y col., 1993). Estos compuestos
pueden ser parcialmente metabolizados o resistentes
a la biodegradacion, es decir, recalcitrantes. Algunos
ejemplos de compuestos xenobiodticos recalcitrantes
son anillos aromaticos altamente condensados, el
polietileno, los plasticos, la fraccion de asfaltenos en
el petrdleo crudo, que permanecen en el ambiente
como contaminantes (Huessemann, 1997). Los
compuestos xenobidticos que usualmente son
resistentes a la degradacion por especies biologicas
individuales, pueden mineralizarse por secuencias
catabodlicas complementarias, que se llevan a cabo
entre multiples especies microbianas, en donde la
transformacion inicial es por cometabolismo
(Fritsche, 1985).

Los compuestos finales de la transformacion
cometabdlica pueden ser muy variados dando como
resultado especies menos peligrosas, o bien, mas

susceptibles a la degradacion bioldgica. Sin
embargo, puede ocurrir la formacion de compuestos
que se acumularan en el ambiente si no son
intermediarios de otras rutas catabolicas, o si no
estdn presentes microorganismos capaces de
utilizarlos como sustrato (Alexander, 1999).

El cometabolismo de xenobidticos en
ambientes naturales ocurre a tasas lentas, porque las
poblaciones microbianas son pequeflas y no se
incrementan en respuesta a la introduccion de esos
compuestos en el ambiente. Adicionalmente, en
ambientes naturales, no es facil de determinar la
ocurrencia del cometabolismo debido a las diversas
reacciones catabdlicas que tienen lugar en los
microorganismos interrelacionados y la dificultad
para comprobar los efectos positivos que puede
ejercer un compuesto sobre el consumo de otro.
Estas limitantes se pueden superar en estudios a nivel
de laboratorio mediante el uso de cultivos axénicos o
consorcios microbianos con los cuales se pueden
lograr altas concentraciones de biomasa y con una
mezcla adecuada de sustrato-cosustrato se puede
mejorar la tasa del cometabolismo. Adicionalmente,
la capacidad de cepas silvestres puede servir como
una herramienta para la construccion de cepas con
nuevos potenciales de degradacion para compuestos
recalcitrantes xenobioticos.

Los hidrocarburos son los contaminantes
mayoritarios debido a su utilizacién masiva como
combustibles y solventes, entre otros usos. Algunos
hidrocarburos que son transformados  por
cometabolismo se listan en la Tabla 1, entre los mas
sencillos se puede mencionar a los trimetilalcanos,
componentes de la gasolina, que son degradados por
cometabolismo, aunque existen bacterias
especializadas que pueden utilizarlos como sustratos
(Solano-Serena y col., 2001).

Los primeros estudios de la biodegradacion
de Metil-terbutil-éter (MTBE) (Steffan y col., 1997)
y de tricloroetileno (TCE) (Nelson y col., 1986)
proporcionaron evidencias sobre una transformacion
cometabolica de estos compuestos, posteriormente se
demostrd que pueden ser utilizados como sustratos
por bacterias especializadas. Bruns y col. (2001)
identificaron bacterias metilotrofas que utilizan al
MTBE como unica fuente de carbono y energia;
aparentemente esta habilidad en Methylibium
petroleiphilumla PM1 (Kane y col., 2007) es debida
a la transferencia natural de un plasmido que codifica
dicha capacidad. En el caso del TCE, Sun y Wood
(1997) reportaron el uso de una mutante de
Burkholderia  cepacia G4  que  expresa
constitutivamente las enzimas que lo degradan.

Entre los hidrocarburos alifaticos clorados
(HAC:s), el TCE es el que ha sido objeto de estudio
en numerosos trabajos debido a su amplio uso y
distribucién como contaminante; no obstante se sabe
que los solventes clorados de uno o dos carbonos son
transformados por cometabolismo (Arp y col. 2001).
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Tabla 1. Hidrocarburos transformados por cometabolismo.

Cosustrato Sustrato Microorganismo Referencia

n-alcanos acetato Candida cloacae Uchio y Shiio (1972)

MTBE Dietil éter Graphium sp. Hardison y col. (1997)
Lactato y Mycobacterium vaccae JOB5 Johnson y col. (2004)
glicerol Consorcio microbiano Dupasquier y col. (2002)
Pentano

Cloroformo Butano Flora nativa de agua subterraneay Kim y col. (1997).

1,1,1-Tricloroetano solidos de acuiferos.

1,1-dicloro-2,2-bis(4- Bifenilo Pseudomonas acidovorans Hay y Focht (1998)

clorofenil)etileno

p, p’ - diclorodifenil- difenilmetano Hydrogenomonas sp. Focht y Alexander

metano (1970)

1,1-difenil-2,2,2-tricloro-

etano

Tolueno Fenantreno Ortiz y col. (2003)
Hidrocarburos Poblacion microbiana del suelo  Ortiz y col. (2006)
del petroleo

HAP n-hexadecano Nocardia corallina Jamison y col. (1969)

HPAs Bacterias
4-metil-benzo-tiofeno 5-  1-metil naftaleno Pseudomonas

metilbenzotiofeno
6-metilbenzotiofeno 2,3-
dimetilbenzotiofeno
7-metilbenzotiofeno

Aroclor 1254 BPCs

Acinetobacter sp.

Bouchez y col. (1995)
Saftic y col. (1992)

Koler y col. (1988)

Hasta 1990, no existian reportes de cultivos
axénicos microbianos que utilizaran hidrocarburos
aromaticos policiclicos (HAPs) de cuatro o mas
anillos como unica fuente de carbono y energia. En
los afios posteriores surgid informacion sobre la
transformaciéon de fluoranteno (Bouchez y col.,
1995) y pireno (Jiménez y Bartha, 1996), e incluso
existen algunos datos de transformaciones
cometabolicas de estos compuestos por bacterias
(Heitkamp y Cerniglia, 1988; Ho y col., 2000).
Aunque los reportes de la utilizacion de HPAs mas
complejos (cinco o mas anillos) son escasos, se tiene
informacion de que sdlo son degradados mediante
transformaciones cometabodlicas por bacterias tales
como Beijerinckia y hongos como Phanerochaete
chrysosporium (Kanaly y Bartha, 1999).

Los benzotiofenos y los bifenilos policlorados
(PCBs) y se cometabolizan lentamente por bacterias
(Koler y col., 1988; Saftic y col., 1992), produciendo
principalmente clorobenzoatos como intermediarios
(Furukawa, 1979) que pueden ser degradados por
rutas metabolicas convencionales de compuestos
aromaticos.

3. Cinética del cometabolismo.

Es conveniente aclarar que en un sistema donde
coexisten el sustrato y el cosustrato, la tasa de
consumo del cosustrato (cometabolismo) estd ligada
a la tasa de consumo del sustrato y tiende a disminuir
con el agotamiento del sustrato o con la acumulacion
de productos toxicos, segun se muestra en la Fig. 1.
En estas condiciones, la tasa del cometabolismo

depende de la energia generada por el decaimiento
celular producido por el metabolismo endégeno, i.e.
protedlisis que ocurre después del agotamiento de
cofactores (Criddle, 1993).

Crecimiento Decaimiento

sustrato / N o biomasa

cosustrato

Concentraciéon (mg L)

0 2 4 6 8 10 12
Tiempo (h)

Fig. 1. Comportamiento tipico de la transformacion
cometabodlica de un cosustrato, en presencia y
ausencia del sustrato. Los valores usados en el
modelo de Criddle (1993) son K, = 1 mg L™, para el
sustrato y el cosustrato; K. = 15 g sustrato g'1
biomasa d'l, Kiaxe = 2 g cosustrato g'1 biomasa d,
T = 0.3 g cosustrato g'l sustrato, T, = 1 g cosustrao
g biomasa, Y,,= 1.5 g biomasa g sustrato, b = 0.5
d'. Datos tomados de Criddle (1993).

Partiendo de la descripcion anterior, el tipo de
modelo matematico que puede aplicarse dependera
del sistema de estudio, es decir, si ocurre un
consumo simultaneo por que coexisten el sustrato y
el cosustrato, o bien si la transformacién del
cosustrato ocurre por células en reposo en ausencia
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del sustrato. La primera aproximacion para explicar
el cometabolismo es la ecuacion de Monod, que
permite describir la cinética de transformacion del
cosustrato por células en reposo, de manera
independiente se puede aplicar para modelar el
consumo de sustrato por células en crecimiento, en
ausencia del cosustrato. En cualquiera de los dos
casos, se hace uso de la ecuacion en su forma
tradicional para explicar el consumo de un sustrato
unico que no es toxico usando sistemas de estudio
que son independientes.

Para un cultivo por lotes, de manera general la
ecuacion es expresada, tanto para el sustrato como
para el cosustrato en eventos independientes como:

dS K. XS )

dt  K,+S
Las variables se definen en la seccion de
nomenclatura.

Smith y col. (1998) utilizaron la Ec. (1) en su
forma integrada para explicar el cometabolismo de
TCE por un cultivo mixto metano-oxidante en reposo
(en ausencia de metano). Para la aplicacion de este
método los autores despreciaron el decaimiento
celular y las perdidas de TCE debido a la volatilidad,
ademas de suponer equilibrio entre la fase liquida y
la fase gaseosa en el sistema. De otra forma la Ec. (1)
no puede integrarse. Los resultados obtenidos con los
valores de K y K. reportados por Smith y col.
(1998) se muestran en la Fig. 2., donde se puede
observar que el consumo sigue el comportamiento
tipico de un sustrato unico.

10

TCE (mg)
[N} N N

0 5 10 15 20 25

Tiempo (h)
Fig. 2. Consumo de TCE por un cultivo metano-
oxidante en reposo. Los valores de la constantes de
la ecuacion integrada de Monod son K, /Ks = 0.35
L mg' TCE d'y Tq = 021 g TCE g biomasa.
Datos tomados de Smith y col., (1998).

La ecuacion tipo Monod se ha utilizado
también en estudios comparativos de cultivos
microbianos, por ejemplo, Liu y col. (2001) la
emplearon con la finalidad de estimar K y K, para
la seleccion de cultivos puros butano-oxidantes que
cometabolizan MTBE. Los microorganismos fueron
crecidos en presencia de butano y posteriormente
expuestos al MTBE. Adicionalmente uno de los
principales productos de biodegradacion: el alcohol

terbutilico, fue removido para evitar su efecto toxico.
Frascari y col. (2003) aplicaron ecuacién la de
Monod para estimar la K durante el cometabolismo
del cloroformo, cis-dicloroetileno (c-DCE) y TCE,
en un estudio comparativo de la habilidad de
consorcios microbianos propano-oxidantes. Los
microorganismos fueron expuestos de manera
alternada al propano y a los hidrocarburos alifaticos
clorados, de manera que en el sistema no estuvieron
presentes de manera simultanea el sustrato y el
cosustrato.

Las aplicaciones antes citadas se realizaron en
condiciones ideales de cultivo, ya que la ecuacion
tipo Monod no explica el efecto de: i) la pérdida de
actividad microbiana por el agotamiento del sustrato
utilizado para el crecimiento, ii) la disminucion de
actividad microbiana por acumulacion de productos
toxicos, iii) inhibicién del consumo del sustrato por
el cosustrato y viceversa y iv) decaimiento celular en
ausencia del sustrato. Para incluir el efecto de las
variables citadas es necesario recurrir a modelos mas
complejos, entre los cuales podemos citar los
siguientes.

Gupta y col. (1996) modelaron la cinética del
cometabolismo de cloroformo por microorganismos
metanogenos utilizando acetato como sustrato. El
cloroformo inhibe el consumo de acetato en un
ambiente metandgeno y por tanto el cometabolismo
del cloroformo se modelé como la suma de dos
términos: debida al consumo del sustrato inhibitorio
(representado por la ecuacion modificada de
Haldane) y debida al decaimiento celular
(representado por la ecuacion de Monod):

KC K'C
n K.+C
K +c+c(fj *©

ic

I =

2

Las wvariables se definen en la seccion de
nomenclatura.

El primer término de la Ec. (2) representa el
consumo del cosustrato a expensas de la energia
generada por el consumo del sustrato. El segundo
termino de la Ec. (2) representa el consumo del
cosustrato a expensas de la energia generada por el
decaimiento celular que sucede cuando el sustrato se
agota o en altas concentraciones de cosustrato, que
pueden inhibir el consumo del sustrato. La constante
K’ tiene un valor menor que el de K por que el
decaimiento celular proporciona una energia menor a
la generada por el consumo del sustrato (Gupta y
col., 1996).

En la Fig. 3 se muestra la tasa de
cometabolismo de cloroformo obtenida con la Ec. (2)
a partir de los parametros reportados por Gupta y
col., (1996). El perfil obtenido es explicado de la
siguiente manera: en bajas concentraciones de
cloroformo, la tasa de consumo depende de la
energia obtenida por el consumo de acetato, mientras
que en concentraciones altas de cloroformo, éste
inhibe el consumo de acetato y por tanto el
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cometabolismo depende del consumo de biomasa
celular.

-l
~h)
L b
L T L)
.

= (g Cloro formo |

0 200 400 400 800

Cloroformo (ug L'ljl

Fig. 3. Tasa de cometabolismo de cloroformo por
microorganismos metandgenos crecidos en acetato.
La tasa del cometabolismo se supone asociada al
consumo de sustrato y al decaimiento celular, los
valores de las constantes para la Ec. (2) son K = 55
ug cloroformo L™'h™, K, = 100 pg cloroformo L™, K;
= 160 pg cloroformo L', n = 8 y K' = 8.5 ng
cloroformo L'h™'. Datos tomados de Gupta y col.,
(1996).

En la Tabla 2 se muestran diferentes modelos
matematicos que pretenden explicar el consumo
simultaneo del sustrato y del cosustrato. Destaca el
modelo propuesto por Chang y col. (1993). En el
modelo se acopla la transformacion del cosustrao al
consumo del sustrato y la biomasa, incorporando la
perdida de actividad debido al decaimiento
enddgeno.

La interaccién entre la transformacion del
cosustrato y el consumo del sustrato tipicamente se
ha definido como una inhibiciéon competitiva que
puede tener variantes como son inhibicion
competitiva cruzada o de tipo mixto del sustrato
sobre el cosustrato (Kim y col., 2002a). En la Tabla 2
se muestra el modelo de inhibicion competitiva
propuesto por Hao y col., (2002) para explicar el
cometabolismo de 4-clorofenol, el modelo incluye
inhibicion por el sustrato (fenol) y el cosustrato. Es
importante considerar que en ciertos casos el
consumo simultaneo depende de la relacion de
concentracion, por ejemplo Hao y col., (2002)
encontraron que el cometabolismo de 4-clorofenol en
presencia de fenol, por Acetinobacter sp., ocurre
cuando la relacion inicial es de 50:200 mg/l,
respectivamente.

A diferencia de esta propuesta, Verce y col.,
(2001) plantearon un modelo de inhibicion
competitiva que permite explicar ademas la
disminucion de la tasa del cometabolismo que ocurre
a altas concentraciones de sustrato; el modelo fue
aplicado para describir el cometabolismo de cloruro
de vinilo (CV) por células en reposo crecidas en
eteno. La inhibicion cruzada observada en la
transformacion de vapor de MTBE en presencia de
pentano en un biofiltro, fue modelada con una
ecuacion general de balance (Dupasquier y col.,

2002), que permite explicar el consumo simultdneo
del sustrato y el cosustrato.

Un patrén poco comun de inhibicion es la
completa inactivacion de la transformacion del
cosustrato,  cis-1,2-dicloroeteno  (Cis-DCE) en
presencia de CV (Verce y col., 2002). El modelo
propuesto (mostrado en la Tabla 3) para explicar esta
inactivacién se basa en la ecuacion de Monod e
incluye coeficientes de inactivacion y de inhibicion.

Adicionalmente, el cosustrato puede mostrar
un efecto toxico sobre la actividad microbiana
(Hyman y col., 1995; Shingleton y col., 2001), que
puede atenuarse en sistemas ternarios: por ejemplo,
con una mezcla de fenol y glutamato de sodio, como
sustratos, se promueve el cometabolismo del 4-
clorofenol que es muy toxico e inhibe de manera
competitiva el crecimiento celular usando fenol
(Wang y Loh, 2000). Una respuesta similar fue
observada por Verce y Freedman (2001) en el
cometabolismo de CV en presencia de etano, donde
al adicionar eteno se incrementa la tasa de
degradacion de CV. No obstante que la inhibicion
del crecimiento por sustrato es el patron comun, se
ha sugerido (Verce y col, 2002) que el agotamiento
del poder reductor durante el cometabolismo de cis-
DCE es una causa prioritaria de la inactivacion del
consumo del cis-DCE, mas que la acumulacion de
intermediarios toxicos.

El estudio de la cinética del cometabolismo es
fundamental en la evaluacion de los coeficientes de
la transformacion microbiana, sea con el fin de
seleccionar cultivos o condiciones ambientales.
Adicionalmente, el estudio de la cinética del
cometabolismo  proporciona  los  parametros
necesarios para el disefio y escalamiento de los
tratamientos de biorremediacion.

Por otra parte, identificar las condiciones en
las cuales ocurre la inhibicion o inactivacion es
importante para garantizar el funcionamiento del
sistema: la provision de una cantidad suficiente de
sustrato cuando ocurre una inhibiciéon competitiva
puede permitir superar ese efecto (Kim y Hao, 1999)
y el uso de sistemas multisustrato puede eliminar el
efecto de inactivacion.

4. Enzimas del cometabolismo

El mecanismo de acoplamiento entre el
cometabolismo del cosustrato y consumo del sustrato
puede diferir dependiendo del sustrato y de las
especies microbianas involucradas. En general las
transformaciones cometabdlicas ocurren cuando la
enzima de un microorganismo que crece a partir de
un sustrato “A” reconoce al compuesto “B” como
sustrato y lo transforma en un producto. La
transformacion es generalmente limitada por que las
siguientes enzimas de la ruta metabdlica suelen tener
una especificidad mayor y no reconocen al producto
de “B” como sustrato (Atlas y Bartha, 2002).
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Tabla 2. Modelos cinéticos que explican algunos casos del cometabolismo

Modelo Ventajas-desventajas Referencia
Consumo simultaneo sustrato-cosustrato El modelo no distingue entre la muerte | Chang y col.,
S celular debida a toxicidad y la | (1993)
s = Kpnass inactivacion debida a la pérdida de
K¢ +S
poder reductor.
C
=(T, +k —
qC ( cs maxC){KCJ’_C}
9c
=Y, -b-=+=
H x/s qS -I-Cb
Inhibicion competitiva La ecuacion que describe el consumo | Hao y col.,
ds —K s XS del sustrato no explica adecuadamente | (2002)
dt = 52 el comportamiento con altas
Kg+S+ K concentraciones de fenol.
i El modelo usado es capaz de describir
dXx —ds b la tendencia de la transformacion del
dat Yars dt +bX cosustrato.
dC  -K_ .cXC
-~
dt K +C+ ¢
Ki
Inhibicion competitiva y efecto de concentraciones El modelo hace distincion entre la | Verce y col.,
elevadas de sustrato inhibicion competitiva y la | (2001)
ds S0 disminucion de la transformacion del
—— =] Kg = K¢ (C, —C)+ K Spe cosustrato a altas concentraciones de
dt sustrato.
,CU S
‘K‘"S(S‘“S)[l‘ewﬂ ¥
K (1 + j +S
KiC
c (K o
_E = [Km—axcj|:Kmaxs - KinC (Co _C)+ KIN Soe “
max S
_CU
K, (S, - s)[l—ecv+S ﬂ + X
K+ K—is) +C
_ax = YX/S(_de +bX
dt dt
Inhibicién cruzada Se requieren determinaciones | Dupasquier y
S relativamente  precisas  de  los | col., (2002)
Is = Kons X C parametros cinéticos y fisicos para
S+Kg + {1 + KJ minimizar errores en las estimaciones
sC
rC = KmaxC X C S
S S+Kg
C+Kye+|1+—
sS
Inhibicion competitiva e inactivacion Los términos de inhibicién competitiva | Verce y col.,
por si  mismos, no describen | (2002)
satisfactoriamente las interacciones
observadas entre el sustrato y el
cosustrato.
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1+——
sC

_d_s = kmax - kins Co 3 X
dt C, +K, [ C J
K +S

E - (kmaxc - I(inS (CO - C))

I+—
sS

{KKS s] C x
+
s K5C[ c }LC

Nota: los casos en los que fueron aplicados los modelos se describen en el texto.

Entre las enzimas mas comunmente asociadas
al cometabolismo predominan las monooxigenasas,
que tienen una dependencia estricta de oxigeno
molecular, y catalizan la oxidacion de n-alcanos.
Estas enzimas actGan reduciendo el O, e
incorporando un atomo de oxigeno en el alcano,
produciendo un alcohol primario que posteriormente
puede oxidarse hasta CO,, o bien quedarse en un
aldehido o alcohol intermedio. Existen varios
ejemplos de compuestos oxidados  por
monoxigenasas; el cometabolismo de TCE es
catalizado por una amoniaco monooxigenasa no
especifica (Ely y col., 1995b; Hyman y col., 1995),
en tanto que el dicloroetileno y PCBs se transforman
cometabodlicamente por una metano monoxigenasa
(Lontoh 'y Semrau, 1998). Asi mismo, la
transformacion de las cadenas laterales de tolueno,
etilbenceno y xileno es catalizada por una
monooxigenasa fungica (Prenafeta-Boldd y col.,
2002). EI  MTBE puede ser oxidado
cometabdlicamente por una monooxigenasa que es
inducida por n-alcanos en condiciones aerobicas
(Hyman y col., 1988 y Johnson y col., 2004), o por el
citocromo P450, monooxigenasa no-hémica, que
participa en la primera reaccion de biodegradacion
del MTBE (Fiorenza y Riafi, 2003). La oxidacion de
alquenos clorados es catalizada por una alqueno
monooxigenasa y la oxidacion de fenoles clorados es
catalizada por una tolueno-o-xileno monoxigenasa
(Ryoo y col., 2001).

Otra enzima que puede actuar con una amplia
variedad de sustratos es la dioxigenasa. En general
las dioxigenasas reducen el O, para incorporar
oxigeno molecular a los alcanos produciendo un
hidroperdxido inestable que se reduce a un alcohol y
agua con la participacion de NADPH,.
Posteriormente el alcohol es oxidado a un aldehido y
un acido graso. Un ejemplo es la tolueno
dioxigenasa, que oxida cometabdlicamente al TCE
una vez que el tolueno se agota en el medio
(Shingleton y col., 2001). Entre los hidrocarburos
alifaticos clorados, el TCE es el mas ampliamente
estudiado, pero existen varios reportes sobre la
degradacion cometabdlica de otros HACs, por

ejemplo el 1,1-dicloro-1-propeno, y 1,1-dicloroeteno
son degradados por una tolueno dioxigenasa (Arp y
col., 2001).

Otros compuestos menos estudiados, con los
cuales se han detectado otras actividades enzimaticas
relacionadas con el cometabolismo, son los
derivados del terbutil éter, que son hidrolizados por
una esterasa termoestable e inducible, la cual
muestra afinidad por una amplia gama de sustratos:
MTBE, alcohol ter-butilico y otros ter-butil ésteres
(Smith 'y col, 2003). Los compuestos
organofosforados sintéticos, por su parte, pueden ser
biotransformados por un rompimiento reductivo del
enlace S-C mediante una deshidrogenasa-
oxidoreductasa (Girbal y col., 2000).

4.1. Cinética enzimatica del cometabolismo

El consumo del sustrato y el cosustrato, por células
en reposo, puede explicarse por el modelo de
Michaelis-Menten cuando la degradacion ocurre
como en un sistema donde solo estd presente el
sustrato o el cosustrato, la ecuacion general es la
siguiente:
V... S 3
Y K, +S @
Las variables se definen en la seccion de
nomenclatura.

Algunas aplicaciones de la ecuacion son las
siguientes: Hori y col. (2005) utilizaron el Modelo de
Michaelis-Menten asumiendo que el TCE es
transformado por la tolueno dioxigenasa. Los
resultados obtenidos con suspensiones de células
crecidas en tolueno, demostraron que el modelo de
Michaelis-Menten es adecuado para explicar la
actividad de la tolueno dioxigenasa durante el
cometabolismo de TCE y que no todas las cepas que
poseen la  actividad  tolueno  dioxigenasa
cometabolizan el TCE. Prenafeta-Boldu y col. (2002)
emplearon la ecuacién en un estudio de la
caracterizacion de la capacidad de Cladophialophora
sp. para degradar BTEX por una monoxigenasa. Los
autores reportaron que el modelo de Michaelis-
Menten proporciona una buena descripcion de la
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cinética de biodegradacion de BTEX cuando se
utilizan células resuspendidas en buffer de fosfatos.
Los bajos valores de K, obtenidos en el consumo de
tolueno, etilbenceno y xileno sugieren que el
microorganismo puede utilizarse en la eliminacion
de esos compuestos en biofiltros o “bio-venteo” en
suelos.

Lonton y Semrau, (1998) aplicaron Ia
ecuacion de Michaelis-Menten para determinar los
parametros cinéticos de degradacion de TCE por una
metano oxigenasa producida por Methylosinus
trichosporium OB3b. Dado que la ecuacion no puede
aplicarse cuando se emplean compuestos toxicos, los
autores usaron concentraciones de TCE menores a
las consideradas como toxicas. En ensayos realizados
con células en reposo crecidas en metano,
encontraron que la concentracion del cobre es
determinante en la oxidaciéon de sustratos por
microorganismos metanotrofos que poseen actividad
metano oxigenasa; adicionalmente los bajos valores
de Km estimados sugieren que el microorganismo
podria aplicarse en casos de degradacion de mezclas
de solventes clorados que requieran largos periodos
de tratamiento.

Cuando el sustrato y el cosustrato son
consumidos de forma simultanea en una mezcla
sustrato-cosustrato se puede suponer que compiten
por el mismo sitio activo de la enzima y por tanto
aplicar un modelo de inhibicion competitiva:

Vmax S
VR @)

K[ws

En la Ec. (4) el sustrato puede inhibir el
consumo del cosustrato y viceversa. Las variables se
definen en la seccion de nomenclatura.

La Ec. (4) fue aplicada por Hori y col. (2005)
que reportaron una inhibicion competitiva de la
tolueno dioxigenasa en el consumo de tolueno en
presencia de TCE. Si bien la inhibicion competitiva
es la interaccion caracteristica entre el sustrato y el
cosustrato, en altas concentracion de cosustrato
puede ocurrir la inactivacion de la enzima, por
ejemplo Hyman y col. (1995) en ensayos con células
en reposo observaron una completa inactivacion de
la actividad amonio-oxidante en presencia de 4.2
pumol de TCE, en concentraciones menores de TCE
so6lo ocurre una inhibicion competitiva.

Una alternativa para determinar el tipo de
inhibiciéon es emplear la ecuacion de Michaelis-
Menten linealizada y posteriormente determinar los
coeficientes de inhibicion por un analisis de
regresion no-lineal de los datos. Aplicando esta
metodologia Kim y col. (2002b) determinaron los
pardmetros cinéticos y el coeficiente de inhibicion
durante el cometabolismo de hidrocarburos alifaticos
clorados por células en reposo crecidas en butanol.

En interacciones sustrato-cosustrato mas
complejas se puede modelar el cometabolismo
incluyendo inhibiciéon competitiva e inhibicion

cruzada (Hao y col, 2002). Para explicar el
cometabolismo de TCE, Ely y col. (1995a)
describieron un modelo que incorpora la inhibicion
enzimatica (causada por la presencia del
cometabolito), la inactivacion (resultado de la
toxicidad de un cometabolito), y la recuperacion
(asociada a la sintesis bacteriana de enzimas en
respuesta a la inactivacion). Posteriormente el grupo
de Ely (Ely y col., 1997) empleé el modelo para
explicar la inhibicion de la oxidacién de amoniaco e
inactivacion enzimatica por efecto de diferentes
HACs (TCE, 1,1-dicloroetileno, cloroformo, 1,2-
dicloroetano y tetracloruro de carbono).

5. Aplicacion  del  cometabolismo  para
biorremediacion in situ

Entre los primeros reportes de aplicacion en campo
se encuentran los trabajos del grupo de McCarty,
quienes a principios de los 90’s propusieron la
biorremediacion de agua subterranea contaminada
con TCE en un sistema de “bio-venteo”, como
sustrato emplearon metano suministrado en una
mezcla con aire (Atlas y Bartha, 2002). El grupo de
McCarty observo que en algunos casos la adicion del
cosustrato intensificaba la degradacion del TCE, pero
en otros casos el mismo tratamiento no daba los
resultados esperados.

Los resultados que obtuvo el grupo de
McCarty no son sorprendentes, porque se requiere de
un intenso trabajo para determinar la factibilidad de
aplicacion del cometabolismo in situ. Algunas
variables que deben determinarse son: i) identificar y
explicar los factores limitantes, de manera que sea
posible mantener el cometabolismo durante el
tiempo requerido para el tratamiento. ii) Buscar un
sustrato que proporcione la mayor tasa de
cometabolismo; iii) Definir la forma adecuada de
dosificacion del sustrato con respecto al tiempo y
concentracion; iv) Determinar las concentraciones de
cosustrato que pueden ser tratadas y vi) Evitar la
estimulacion de una flora microbiana indeseable al
aplicar el sustrato.

Algunos de los trabajos que han sido
orientados a esclarecer algunos de los planteamientos
antes citados son los siguientes, Jitnuyanont y col.
(2001) en microcosmos de agua subterranea y
material de un acuifero contaminado con 1,1,1-
tricloroetano demostraron que la bioaumentacion con
cultivos enriquecidos, que utilizan butano como
fuente de carbono, puede ser una buena alternativa
para un tratamiento in Situ.

Dupasquier y col., (2002) demostraron que el
MTBE pude ser cometabolizado por una bacteria-
pentano oxidante en un biofiltro de 2.4 L empacado
con vermiculita, sugirieron ademas que el sistema
puede mejorarse incrementando la concentracion de
biomasa activa. Arp y col., (2002) emplearon como
sistema modelo columnas de vidrio empacadas con
el material de un acuifero para obtener informacion
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sobre la tasa de reaccion y mantenimiento del
cometabolismo para modelar el consumo de HACs.
Los parametros cinéticos obtenidos en cultivo batch
son similares a los que se han reportado previamente,
pero se requiere probar el sistema en un cultivo
continuo y conocer la distribucion espacial de los
microorganismos.

Kim y col. (2004) desarrollaron un estudio de
la aplicacion in situ del cometabolismo de HACs que
incluyé pruebas de transporte o movilidad de los
compuestos, bioestimulacion de la flora nativa y
determinacion de las tasas de consumo de HACs.
Los resultados obtenidos demostraron que la
bioestimulacion permitié incrementar la tasa de
consumo de HACs y determinar la degradabilidad de
los compuestos ensayados, sugiriendo que el
tratamiento es una alternativa de bajo costo para el
tratamiento in Situ.

Entre los estudios piloto in situ que han sido
reaportados para comprobar la factibilidad del
cometabolismo en campo se pueden mencionar los
siguientes: Azizian y col. (2005) realizaron pruebas
en un acuifero contaminado para evaluar el
cometabolismo de HACs, demostrando que la
bioestimulacion de la flora nativa es efectiva para
promover la degradacion de HACs por
microorganismos que oxidan tolueno, se determind
que el 1-butino inhibe la actividad de la orto-tolueno
monooxigenasa, por tanto controlando esos factores
se podrian mejorar los resultados obtenidos. Kou y
col. (2004) demostraron en un acuifero el
cometabolismo aerobio de TCE wusando como
sustrato primario tolueno; se logré degradar un 90%
del TCE cuando el tolueno fue inyectado en estado
gaseoso por medio de una corriente de aire para
evitar la saturacion de los puertos de inyeccion por
acumulacion de biomasa. El cometabolismo del TCE
fue mas eficiente cuando el tolueno es aplicado en
concentraciones menores a 10 pg L. En un trabajo
similar, Mysona y Hughes (2003) propusieron un
sistema de aspersion de aire y extracciéon de vapor
para el tratamiento de suelo y agua subterranea
contaminados con solventes clorados. Cuando se
realizo la inyeccion continua de propano, acoplada a
la aspersion de aire, en el sistema se lograron
degradaciones significativas de los hidrocarburos
clorados.

Como se seflald  anteriormente el
cometabolismo aerébico de HACs ha sido
ampliamente estudiado, lo que ha permitido su
aplicacion en campo mediante el uso de consorcios
comerciales.  “Cl-solutions” dispone de una
tecnologia consistente en aplicar un consorcio
microbiano y suministrar dextrosa como sustrato
primario. Esta tecnologia fue exitosamente probada
en suelo y agua contaminada de una planta de
produccion (Cl-solutions).

Finalmente, los avances en el estudio del
cometabolismo de hidrocarburos se han centrado
basicamente en MTBE y HACs, en estos ultimos

destaca el TCE. Se dispone de modelos que pueden
predecir el cometabolismo en ausencia o presencia
del sustrato incluyendo el efecto toxico de los
compuestos. Estos modelos son la base para estudios
comparativos o de seleccion de cepas y
contaminantes y extienden sus aplicaciones a las
pruebas piloto in situ para modelar la cinética y
predecir resultados.

Nomenclatura

constante de decaimiento endogeno, d™".

concentracion de cosustrato, g L™

concentracion del inhibidor, g L™".

tasa maxima de consumo del cosustrato

debida al consumo del sustrato, g L'h

K’ tasa maxima de consumo del cosustrato

debida al decaimiento celular, g L'h

constante de inhibicion, g L.

constante especifica de inactivacion, L g

biomasa d ™.

Kiv  constante especifica de incremento debido a

la presencia del sustrato, L g'1 biomasa d”.

n  constante de Michaelis, g L.

max tasa especifica maxima de transformacion,

gg™' biomasa h™".

constante de saturacién, g L™".

orden de inhibicion.

tasa especifica de consumo, gg™' biomasa h™".

tasa de consumo, g L™ h™".

concentracion de sustrato, g L™".

tiempo, h.

s  capacidad de transformacion del cosustrato

debida al consumo del sustrato, g cosustrato
g’l sustrato.

Tep  capacidad de transformacion del cosustrato
por la biomasa en ausencia de metabolismo
endégeno, g cosustrao g biomasa.

% tasa especifica de consumo del cosustrato,
gg 'biomasah ™.

Vmax tasa especifica maxima de consumo, g g_1

AT Qo

&

7~ 7

7

H~ a3

biomasa h™".

X concentracion de biomasa activa, g L™".

Y,s rendimiento maximo de biomasa, g biomasa
g'1 sustrato.

Subindices

0 al inicio

S sustrato

C cosustrato
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