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Los microbios como
biofabricas

Al aplicar las técnicas de ingenieria genética para modificar el metabolis-
mo microbiano, se han obtenido microorganismos que funcionan como
biofabricas capaces de sintetizar diversos productos de gran importancia
para la industria farmacéutica, quimica y de alimentos. Esto representa
una alternativa para generar de forma sustentable una gran cantidad de

productos quimicos que necesita nuestra sociedad.

os microbios han sido utilizados por el ser humano desde tiempos inmemoria-
les para transformar y generar diversos alimentos y bebidas. Con los avances
de la biologfa, a partir de la década de 1970 se desarrollaron herramientas de
ingenierfa genética que permiten modificar el metabolismo de los microbios y asi
poder disefiar biofabricas que sinteticen productos especificos de interés para el ser
humano, por ejemplo, el aminodcido tirosina y el polimero eumelanina. La tiro-
sina forma parte de las proteinas de todos los seres vivos y también es precursora
de varias hormonas. Por su parte, la eumelanina es un pigmento presente en los
vertebrados y entre sus funciones estd la proteccién contra la radiacién ultravio-
leta. Este pigmento se utiliza en algunas formulaciones de cremas cosméticas para
proteccién solar.
Hoy los microbios que son modificados genéticamente para convertirse en bio-
fabricas representan una alternativa para obtener de forma sustentable una gran
diversidad de productos quimicos que necesita nuestra sociedad.

H Los microbios y la biotecnologia ¢
® Los cultivos microbianos para uso industrial —también llamados fermentacio-
nes— se realizaban originalmente con los microorganismos tal y como se obtenfan
de su medio natural. Esto permitié, desde finales del siglo XIX e inicios del XX,
el desarrollo de diversos procesos para la generacién de productos utilizados en la
industria quimica, como al 4cido ldctico y la acetona. Asimismo, durante la décad
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de 1940, se desarroll6 un proceso fermentativo para
la produccién del antibiético penicilina, lo que per-
mitié salvar incontables vidas.

Durante la misma década también se iniciaron
algunos proyectos con el propésito de mejorar a los
microorganismos productores de estos compuestos.
El método utilizado consistia en someter al micro-
bio a tratamientos quimicos o fisicos que generaran
alteraciones al azar en la estructura del 4cido deso-
xirribonucleico (ADN), que contiene la informa-
cién genética. Estas alteraciones causan cambios en
los genes y, en algunos casos, muy poco frecuentes,
se pueden obtener microorganismos mutantes con
una mayor capacidad para sintetizar el producto de
interés.

Los métodos para provocar mutaciones al azar
resultaron exitosos en varios casos, como en el de
la obtencién de una mutante mejorada para la pro-
duccién de penicilina. Sin embargo, una desventaja

de este enfoque consiste en la necesidad de aplicar
métodos de seleccién muy laboriosos, pues se re-
quiere identificar una mutante mejorada entre miles
o millones que no lo son. Otras desventajas son el
desconocimiento de la mutacién especifica generada
en el organismo, asf como una posible inestabilidad
genética del mismo.

]
B La ingenieria genética para el mejoramiento

m de los microbios
m El conocimiento generado por lo microbilogos
durante el periodo de los afios 1940-1960 contribuy6

de forma muy importante al avance de otras disci-
plinas de la biologia, como la bioquimica y la
genética. Estas dos dreas del conocimiento,
a su vez, fueron la base para el desa-
rrollo de la biologia molecular, la
cual estudia los procesos celulares
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relacionados con el flujo de informacién genética
en las células. Uno de los principales temas de estu-
dio de la biologfa molecular se relaciona con la fun-
cién del ADN como molécula de la herencia. Entre
las principales contribuciones de esta disciplina se
encuentra la definicién de los mecanismos por los
cuales la informacién presente en el ADN es traduci-
da para formar protefnas, las cuales realizan la mayo-
rfa de las funciones celulares.

Este conocimiento resulté fundamental para
sentar las bases que ahora permiten modificar la in-
formacién genética de manera directa. Durante los
afios 1960-1980 se desarrollaron herramientas expe-
rimentales —llamadas técnicas de ADN recombinan-
te— para realizar una auténtica ingenieria genética en
los microorganismos. Mediante estas herramientas
es posible inhibir la actividad de los genes o cam-
biar la informacién que contienen, asi como lograr
la transferencia de genes entre especies diferentes.

Mss recientemente, se han desarrollado nuevas
estrategias y métodos para realizar la modificacién
dirigida de protefnas —también conocidos como in-
genierfa de proteinas—. Asfi, es posible cambiar las
propiedades de las enzimas (protefnas que aceleran
las reacciones quimicas) y alterar la capacidad bio-
quimica de las células, lo que afecta sus funciones.

En particular, desde hace muchos afios uno de
los modelos de estudio para los microbiélogos ha
sido la bacteria Escherichia coli, un habitante natural
del intestino humano. Entre los primeros logros de
la ingenierfa genética estd la modificacién genética
de E. coli para lograr la sintesis de la insulina y la
hormona del crecimiento humanas. Esto permitié
obtener grandes cantidades de estas dos hormonas y
cred las bases para que ahora se produzcan decenas
de diferentes protefnas humanas de uso terapéutico a
través de modificaciones genéticas de dicha bacteria

(Swartz, 2001).

= La modificacion del metabolismo microbiano
B La capacidad de la ingenieria genética para modi-
ficar a los microbios puede enfocarse a diversas fun-
ciones celulares. Esto incluye al metabolismo, el cual
consiste en la totalidad de reacciones bioquimicas de
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un organismo que transforman los nutrientes consu-

midos y generan un nuevo producto. Las reacciones
del metabolismo se pueden agrupar dependiendo
del compuesto inicial que se consume o del compues-
to final que se sintetiza. Asi, se conforma un con-
junto de reacciones conocido como via metabdlica.

Como resultado del estudio de la bacteria E.
coli a lo largo de los afios, ahora sabemos que en su
metabolismo participan aproximadamente 800 dife-
rentes compuestos organicos, también llamados me-
tabolitos. Las reacciones quimicas que constituyen el
metabolismo dependen de la accién de las enzimas
del microorganismo; en E. coli se han identificado
aproximadamente 2800 enzimas diferentes que par-
ticipan en sus vias metabdlicas.

Un nimero importante de los compuestos que
constituyen el metabolismo celular tiene aplicacio-
nes en la industria. Sin embargo, E. coli normalmen-
te sintetiza sélo una cantidad muy pequefia de estos
metabolitos. Esto se debe a que en la célula también
existen mecanismos regulatorios que controlan la
cantidad de los metabolitos producidos para que
coincidan con las necesidades de la propia célula;
de esta forma se evita que el organismo desperdicie
energfa al producir m4s de lo que necesita.

Existen dos mecanismos regulatorios principales
que actian en el metabolismo celular. Uno consiste
en la regulacién de la actividad de las enzimas que
catalizan (aceleran) las reacciones del metabolismo.
Por lo general, en estos casos el producto metabdli-
co final ejerce un efecto inhibidor de alguna de las
enzimas que participan en su sintesis. El segundo



mecanismo es la regulacién transcripcional, la cual
controla el nivel de expresién de los genes que co-
difican para las enzimas de una via metabdlica es-
pecifica. Este tipo de control también depende del
producto generado, el cual ejerce un efecto represor
en la expresién genética a partir de un cierto nivel
de produccién.

Por lo tanto, para lograr que un microorganismo
se convierta en una biofdbrica que sintetice mayores
cantidades de un compuesto de interés, es necesario
realizar modificaciones genéticas que alteren dichos
mecanismos regulatorios de la via metabdlica. A la
aplicacién de la ingenierfa genética para modificar
el metabolismo se le llama ingenierfa de vias meta-
bélicas o ingenierfa metabélica. El objetivo es modi-
ficar al microorganismo para que produzca un nivel
elevado de un metabolito especifico. Las recientes
estrategias de la ingenierfa metabdlica han sido uti-
lizadas con éxito para obtener microorganismos mo-
dificados que funcionan como biofdbricas capaces
de sintetizar un ndmero importante de compuestos
quimicos, como los que se describen a continuacién.

m Biofabricas de L-tirosina

m Entre los productos generados por los microorga-
nismos modificados mediante ingenierfa metabélica
se encuentran los compuestos aromaticos. Estos son
productos quimicos derivados del hidrocarburo ben-
ceno y tienen un papel importante en la industria
farmacéutica, quimica y de alimentos. Ejemplos de
este tipo de compuestos son el dcido acetil salicili-
co, conocido como aspirina; los polimeros poliéster
y nylon, utilizados para la manufactura de ropa; asf
como el poliestireno, empleado para la generacién
de productos plésticos.

Los compuestos aromdticos utilizados actualmen-
te se producen mediante sintesis quimica a partir de
derivados del petréleo como principal materia prima.
Las desventajas de estos procesos son que generan
subproductos téxicos contaminantes y que depen-
den de recursos no renovables. Como una alterna-
tiva, podemos considerar que existen microbios que
cominmente metabolizan azicares simples como la

glucosa u otras fuentes renovables de carbono. Asf,
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se pueden emplear microorganismos como biofdbri-
cas de compuestos aromdticos en procesos biotecno-
l6gicos no contaminantes (Alper, 1999).

Diversos microorganismos, y también las plantas,
poseen la capacidad natural de sintetizar compues-
tos aromdticos como parte de su metabolismo. La
via comin de sintesis de estos productos constituye
una fuente de metabolitos esenciales, asi como de un
gran nimero de los llamados metabolitos secunda-
rios. En el caso de E. coli, después de seis reacciones
enzimdticas y la participacién de un metabolito in-
termediario, se pueden obtener como productos fina-
les los aminodcidos aromdticos L-triptofano (L-Trp),
L-fenilalanina (L-Fen) y L-tirosina (L-Tir) (véase la
Figura 1), de gran importancia para el ser humano.

Las técnicas actuales permiten lograr una versién
genéticamente modificada —también denominada
cepa— de las especies microbianas, con el fin de que
éstas sean capaces de producir una cantidad elevada
de alguno de los aminodcidos aromdticos de interés.
La estrategia general consiste en eliminar los meca-
nismos de control de la actividad enzimdtica y de la
expresion de genes relacionados con estas vias me-
tabdlicas. En términos generales, se utiliza la inge-
nierfa metabdlica para producir enzimas que no sean
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Figura 1. Vias metabdlicas de sintesis de compuestos aromati-
cos en la bacteria Escherichia coll.
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inhibidas por el producto final, asi{ como para permi-
tir que ciertos genes se expresen a pesar de la presen-
cia de los compuestos aromdticos. Estas modificacio-
nes en su conjunto tienen como efecto un aumento
de la capacidad de sintesis de los metabolitos inter-
mediarios y de los productos finales.

Por ejemplo, para obtener una cepa de E. coli
sobreproductora de L-tirosina, se requiere realizar
modificaciones en esa via biosintética especifica. La
L-tirosina es un aminodcido esencial en la dieta del
ser humano y ademds tiene aplicaciones como pre-
cursor para la sintesis de farmacos y polimeros. En la
via metabdlica de E. coli para L-tirosina hay dos re-
acciones que son realizadas por una enzima que se in-
hibe ante la presencia del compuesto aromdtico. Para
evitar este punto de control, se buscé expresar genes
que codifican para versiones naturales de la enzi-
ma que no son inhibidas por este amino4cido; inclu-
so se utilizaron genes de otras especies de bacterias.

La cepa obtenida ha sido empleada en cultivos
en fermentador (véase la Figura 2); esto es, un re-
cipiente, generalmente de metal, el cual puede ser
esterilizado para posteriormente agregarle un medio
de cultivo y el microorganismo que se desea cultivar.
El fermentador o biorreactor también permite man-
tener las condiciones 6ptimas para el crecimiento

Figura 2. Cultivo en fermentador de 1.5 litros para la produccién
de L-tirosina por Escherichia coli, modificada mediante ingenieria
metabdlica.
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del microorganismo cultivado, que incluyen la tem-
peratura, el pH y el nivel de oxigeno, entre otros pa-
rdmetros. En cultivos en fermentador con la cepa de
E. coli modificada por ingenieria metabdlica, se ha
logrado producir 9 g/l de L-tirosina a partir de gluco-
sa (Chavez-Béjar y cols., 2008). En comparacién, es
importante sefialar que una cepa no modificada de
E. coli no es capaz de producir L-tirosina.

m Biofabricas de melanina

B Ademss de los aminodcidos aromdticos mencio-
nados, en las plantas y algunos microorganismos se
sintetizan otros tantos compuestos aromdticos. Entre
ellos se encuentran las melaninas, las cuales son po-
limeros que se han identificado en diversos organis-
mos, desde bacterias hasta humanos.

Existen varios tipos de melaninas, entre los que
podemos destacar a la eumelanina, la cual pro-
viene de la transformacién de la L-tirosina por me-
dio de la accién de la enzima tirosinasa. Una de las
principales caracteristicas de la eumelanina es el
amplio rango de absorcion dentro del espectro elec-
tromagnético, y por esta propiedad se le considera
un pigmento. Recientemente ha aumentado el in-
terés en el estudio y la produccién de este tipo de
polimeros, debido a que se han identificado algu-
nas propiedades importantes. Se ha reportado que la
eumelanina puede actuar como fotoprotector, agen-
te quelante (que atrapa dtomos de algunos meta-
les), semiconductor amorfo, agente antioxidante y
antiviral.

Las melaninas se pueden obtener mediante ex-
traccién a partir de tejidos vegetales o animales, o
de cultivos de cepas naturales productoras de estas
sustancias. Sin embargo, estos métodos tienen defi-
ciencias, como el bajo rendimiento y la variabilidad
en la composicién quimica del producto. Debido a
estas limitaciones, se decidié evaluar la posibilidad
de generar una cepa de E. coli capaz de sintetizar eu-
melanina, lo cual permitirfa desarrollar un proceso
biotecnolégico eficiente para producir este polimero.

Puesto que E. coli carece de un gen que codifica
para la tirosinasa, se decidié obtener este gen a partir
de la bacteria del suelo Rhizobium etli. Al introdu-



Figura 3. Produccion de eumelanina en medio sélido por una
cepa de Escherichia coli modificada mediante la insercion del
gen melA de Rhizobium etl.

cir dicho gen a la cepa de E. coli, se observé la
formacién de un polimero de color oscuro que co-
rresponde a la eumelanina (véase la Figura 3). Esta
cepa productora de eumelanina permitié el desarro-
llo de un proceso fermentador para la produccién de
3 g/l de eumelanina a partir de glucosa, el nivel m4s
alto reportado hasta el momento (Chavez-Béjar y

cols., 2013).

H Conclusiones y perspectivas

=La ingenierfa genética ha tenido un impacto im-
portante en la industria desde hace ya un par de dé-
cadas; en este caso, al ser utilizada para la generacién
de biofdbricas microbianas. Estos organismos modi-
ficados constituyen la fuente principal de un ndmero
importante de protefnas humanas que son usadas para
tratar enfermedades. Es de esperarse que los avan-
ces en el estudio del genoma humano y su relacién
con algunos padecimientos permitan identificar
nuevas protefnas con potencial uso terapéutico, las
cuales muy probablemente serdn producidas por
microorganismos.

Los microbios como biofabricas

Por su parte, la ingenieria metabélica también ha
permitido la generacién de biofdbricas para obtener
diversos productos quimicos. Estos incluyen a los
biocombustibles, plésticos biodegradables, asi como
precursores para la industria quimica, farmacéutica
y de alimentos. Es importante resaltar que la mate-
ria prima utilizada en estos procesos estd constituida
de azicares o aceites de origen vegetal, y algunos de
ellos son materiales de deshecho. Se espera que los
procesos de produccién basados en los organis-
mos genéticamente modificados contribuyan a lo-
grar la transicién hacia una industria que no depen-
da del petréleo como materia prima.
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