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DETECCION DE SUSTANCIAS DE ALTO RIESGO
POR METODOS BIOLOGICOS

En los tltimos afios se ha incrementado la cantidad de nuevos compues-
tos quimicos, obtenidos por sintesis y que se encuentran afectando al medio
ambiente y a las personas expuestas. Para poder valorar el beneficio poten-
cial de cualquier compuesto frente al posible dafio hay que tener en cuenta
1o sélo el compuesto cn cuestion, sino también la extensién de la produccién
y el tipo de exposicién,

Los daiios que en el entorne sobrevienen por una gestién inadecuada de
estos productos 1o se localizan s6lo en ¢l punto donde se generan, sino que
se extienden indefinidamente por accidn de las corrientes que constituyen
el ciclo natral del agua v por accién de las corrientes atmosféricas en el
caso de que estén en fase gaseosa. Los residuos s6lidos que se almacenan
en la superficie o enterrados estdn sujetos a los mismos efectos. El proble-
ma de un compuesto puro extrafio al entorno ¢s que se encuentre disuelto,
pues en caso contrario estarfa localizado y por tanto controlado, mientras
que si estd disuelto el perjuicio se exticnde a kilémetros de distancia con-
taminando todo a su pase. Como el agua es uno de los medios que més par-
ticipa a la hora de la extensién de la contaminacién, es uno de los pardme-
tros sobre ¢l que hay que ejercer un mayor control.

Por otro lado a lo largo de la cadena trofica un conmipuesto gue en prin-
cipio llega al medio ambiente de forma muy diluida puede llegar a con-
centrarse en gran medida al final de la cadena, a este proceso se le deno-
mina bioconcentracién. Ademds, hay que considerar las posibles
modificaciones que pueden acontecer sobre las distintas sustancias tanto
por sus propias reactividades como por el metabolismo de los distintos or-
ganismos.

El proyecto se encucntra dividido en dos etapas gradualmente aborda-
das. En un primer lugar ¢l desarrollo y puesta a punto de una metodologia
aplicable a medio ambiente de forma rutinaria y que es indicadora de for-
ma inespecifica de un cierio riesgo; y en una segunda etapa en la que se
persigue un objetivo totalmente especifico, la deteccidn de compuestos uti-
lizables como agresivos quimicos o susceptibles de ser utilizados en accio-
nes terroristas, o accidentes industriales.

Respecto a la primera parte del proyecto en la valoracién inespecifica
se debe tener en cuenta cl ciclo de vida de un compueste. En este hay que
considerar la produccidn, almacenamiento, transporte, utilizacién y des-
truccion. A lo largo de las distintas etapas se van produciendo pérdidas al
medio ambiente, suelo, aire y agua lo que va ocasionando una deslocaliza-
cién del problema de contaminacién.

Debido a que la tasa de crecimiento de la industria, para facilitar ¢l de-
sarrollo de la vida, ha sido tan rdpida v se ha reaccionado tan tarde frente
al impacto que ejercen todos sus productos quimicos, los estudios relativos
a su potencial toxicoldgico en los ecosistemas distan mucho de estar com-
pletos. En estas condiciones, al objeto de reducir el riesgo sobre el hombre
y el medio ambiente, su fabricacidn, uso y eliminacion se llevarén a cabo
en condiciones que aseguren el control de su posible dispersién.

Las noevas reglamentaciones intefnacionales plantean un doble objeti-
vo alcanzable a través de la herramienta de evaluacién de riesgo ambiental
basado en el criterio de no efecto, ya que este tipo de criterios son protec-
cionistas (Fig. 1).
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Figura 1. Objetivos de las nuevas reglamentaciones internacionales.

Los compuestos de nueva creacidén presentan en comun la falta de in-
formacién sobre el posible impacto ambiental negativo, fruto de su pro-
duccién, transporte y uso. Priorizando los estudios relacionados con su me-
canismo de accidn, sintomatologia, patologias, prevencion y terapias se ha
infravalorado la importancia y transcendencia de este tipo de estudios. De-
bido a la repercusién que suponen sobre la salud humana se considera de
gran relevancia el impacto ambiental que producen incluso si la atencidn se
centra tinica y exclusivamente en su produccidn y transporte sin considerar
su ulterior uso. Son productos relacionados con el campo de los fitosanita-
rios, productos utilizados como antidisturbios o incluso agresivos qufmi-
cos, que debido a la situaci6n actual de actos terroristas, pudiera ocurrir
que grupos desestabilizadores los utilizasen para crear focos de subversion.

Las metodologias clasicas de andlisis de riesgo se basan en andlisis fi-
sico-quimicos, El principal inconveniente de esto es que son sumamente
especificas y cualquier alteracién sobre la estructura de un compuesto pue-
de conducir a resultados erréneos produciendo falsos positivos o falsos ne-
gativos haciéndose necesario el complementarlas con valoracienes menos
selectivas en principio como son los métodos bioldgicos (biosensores)pero
que proporcionan una respuesta de toxicidad basal de suma importancia.
Para la deteccién de sustancias de alto riesgo se opté por las metodologias
biolégicas ya que cn un principio se ha priorizado la deteccién de un pro-
blema de forma genérica frente a la deteccion selectiva de un compuesto
tal que se produzca una sefial de alerta que permite tomar medidas preven-
tivas de forma rédpida y en una etapa posterior tratar de identiftcar la natu-
raleza del compuesto.

Dada la complejidad de las sustancias presentes en la biosfera, los fe-
némenos de interacciones (sinergias, inhibiciones, etc.) pueden modificar
en gran medida el efecto del compuesto. La gran ventaja de los biosenso-
res es la de suministrar una medida integradora del efecto.

El objetivo comin de toda valoracién de riesgo es proporcionar un da-
to numérico de la posible incidencia sobre una unidad biolégica, y ya que
por definicién la toxicidad es una respuesta biol6gica, los ensayos bioldgi-
cos son el método mas apropiado para poder establecerla ademés de que
son los que mejor integran los efectos de los contaminantes.

Actualmente, para poder analizar el riesgo una vez que se ha identifi-
cado un peligro es necesario valorar paralelamente la respuesta producida
a distintas dosis del compuesto en cuestién y la propia exposicion.
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En este proyecto, las valoraciones se han realizado mediante metodo-
logias in vitro y de pequefios organismos. Son metodologias asequibles
desde el punto de vista de infraestructura y operatividad, no son costosas y
el tiempo de respuesta es corto, ademds de la facilidad de realizar miltiples
replicados y de su altfsima reproducibilidad. Este tipo de test proporcionan
mayores posibilidades porque permiten un mejor control de las condicio-
nes experimentales llegando a conocer el mecanismo de accién de un com-
puesto. Las tasas de variabilidad son reducidas respecto a cuando se com-
paran con los test in vivo, pero para poder sustituir los test cldsicos por
estos se hace imprescindible el conocer las relaciones existentes entre am-
bos sistemas, siendo irreal y peligrosa la pretensién de abolir totalmente es-
tos ensayos en una etapa previa a la posible exposicion al hombre para au-
mentar la seguridad de la salud piéblica. Las técnicas de futuro tienden a la
minimizaci6én de la utilizacién de animales supertores de forma que las pri-
meras etapas de validacién sean in vitro para obtener unas primeras con-
clusiones y, cuando se crea conveniente, confirmarlas con las metodologi-
as cldsicas.

El medio acuético es el unico para el que la Unién Europea ha estable-
cido Criterios de Peligrosidad dando los rangos en ppm. Los criterios esta-
blecidos estdn basados en estudios de toxicidad aguda en Oncorhiynchus
mykiss, Daphnia magna y Chlorella vulgaris. Los test agudos desarrollados
con estos organismos se encuentran estandarizados. El test de inhibicién
del crecimiento de algas, estandarizado (OCDE, 1984), utiliza Chlorella
vulgaris como sistema de prediccién y valoracin de riesgo de sustancias
puras y muestras ambientales. El ensayo de toxicidad aguda de Daphnia
magna, estandarizado por la OCDE (Directiva N° L 133/89) como sistema
de prediccion y valoraci6n de riesgo de sustancias puras y muestras am-
bientales utiliza €l clad6cero Daphnia magna y el ensayo de toxicidad con
Oneorhynchus mykiss valora el efecto desfavorable, discernido, inducido
en un organismo durante un corto plazo de exposicién a una sustancia da-
da (OCE, Paris 1981, test guideline 203).

Cuando lo que se pretende es establecer Criterios de Peligrosidad, se
realizan siempre sobre test estandarizados, con ensayos interlaboratoriales,
ringtest y con protocolos totalmente definidos utilizardo metodologias al
alcance de todos los profesionales. Son ensayos alternativos a los ensayos
con animales de experimentacién. Cuando lo que s¢ necesita es cumplit
una normativa en la que se especifica la exigencia del desarrollo de unos
determinados ensayos es obligatorio el uso de test estandarizados. Las nue-
vas Directivas (Directiva 96/61/CE del Consejo del 24 de septiembre del
1996 relativa a la prevencién y control integrados de la contaminacitn)
obligan a utilizar 1a mejor tecnologia disponible, ¥ esta tecnologia son en-
sayos alternativos, que proporcionan informacién sobre lo que podria ocu-
rrir en el medio ambiente. Cuando lo que se buscan son alternativas prac-
ticas y el no cumplimiento de unas determinadas normativas que exigen la
aplicacién de determinados ensayos y lo que se pretende es conocer la po-
sible toxicidad de un compuesto o de una mezcla de composicion no defi-
nida, se pueden utilizar ensayos no estandarizados siempre que estén sufi-
cientemente validados, bien referenciados mediante Draft o en
publicaciones que hayan pasado las criticas de revistas internacionales.

En el caso presente lo que se pretendié fue discernir que bioensayo
podria ser el més adecwado para valorar compuestos de distinta natura-
leza; para ello se sometieron una serie de microorganismos a distintas
dosis de compuestos y se valoraron sus efectos. Los ensayos se han re-
alizado con grupos filogenéticamente diferentes que engloban totalmen-
te el entramade réfico existiendo ya un rango establecido para estos or-
ganismos que permite la clasificacién de compuestos segin su toxicidad
en base a la especie mds sensible de Jas tres. En el caso presente se sus-
tituy6 el uso de Oncorhynchus mykiss por cultivos celulares (Linea
RTG-2), por la gran cantidad de ventajas que proporciona. Es obligato-
rio el trabajar al menos con tres eslabones y a la hora de clasificar un
compuesto seleccionar la especie mds sensible ya que estos criterios son
proteccionistas. Estos tres tipos de ensayos (su operacién conjunta) son
la mejor tecnologia disponible, siendo una herramienta imprescindible
los tres juntos para establecer la toxicidad de un compuesto o de una
mezela de compuestos, ademés facilitan mucha informacién de soporte
a las técnicas analiticas.

Respecto al segundo punto del proyecto, los ensayos validados pueden
ser indicativos de una sefial aguda, pero interesa el desarrollo de metodo-

logias mds adecuadas, bien por su sensibilidad, bien por su eficacia en la
respuesta.

Cuando se habla de deteccién de compuestos conviene recordar que es-
ta se basa en distintos mecanismos en funcién del compuesto en cuestién
que se quiera detectar. Se ha desarrollado la metodologia para la deteccién
de 2,4,6-trinitrotolueno (TNT) perteneciente al grupo de explosivos rom-
pedores para lo cual se opté por ¢l empleo de microalgas como elemento
sensible del biosensor. La razén de elegir este organismo es por su gran di-
versidad existente ademds de ser la base de la cadena tréfica y su gran pe-
culiaridad frente al TNT, en presencia de trazas del mismo se inhibe inme-
diatamente su fluorescencia. El método desarreliade se basa en la
inhibici6n de la fluorescencia de un cultivo cuando se ve expuesto a este ti-
po de compuestos (Fig. 6).

La razén de la sensibilidad reside en que seguramente es la primera vez
que este tipo de sustancias entra en contacto con estOs Organismos en su
historia evolutiva, siendo ¢l estudio de adaptacitn y supervivencia de estos
organismos de gran interés. La supervivencia puede ocurrir por dos fené-
menos, adaptacién fisiclégica o mutacién genética. Si bien es cierto que
existe variabilidad interespecifica en Ia resistencia a distintos compuestos
es la variacién genética la que permite la supervivencia frente a los cam-
bios ambientales. La principal fuente de variacién genética de una pobla-
cién la constituye la mutacién en cvanto es la dinica fuerza evolutiva capaz
de generar nuevos alelos. En base a esto se han expuesto distintas especias
de microalgas al TNT demostrando su capacidad de supervivencia al mis-
mo por mutacién espontdnea.

La fluorescencia es una propiedad intrinseca de las microalgas, cuando
se ven excitados sus pigmentos por una determinada longitud de onda, emi-
ten a otra determinada longitud de onda. Las longitudes de onda tanto de
excitacién, como de emisidn son caracteristicas del tipo de pigmento. Esto
es la base del funcionamiento del biosensor.

Una vez que se obtuvo la poblacién de mutantes se comprobé que su
inhibicién de flucrescencia no era ni con mucho tan dréstico como octirria
en el caso de la poblacién natural. Esto constituye la base del biosensor. El
siguiente paso lo constituye la inmovilizacién de estos organismos en un
entramado que permita la difusién del medio externo al organismo biosen-
sor Para esta inmovilizacién en principio se pensé en encapsulamiento en
un polimero natural, optimizande el tamafio y forma de estos encapsulados.
Es preciso realizar estudios en condiciones controladas de campo para con-
firmar el buen funcionamiento del sistema. Se comprobé la especificidad
del biosensor en base a la diferente respuesta frente al agente selectivo, los
cultivos naturales actdian como control frente a los mutantes.

DETECCION Y PROFILAXIS FRENTE
A AGRESIVOS BIOLOGICOS

INTRODUCCION

La aparicién de las armas biolégicas en ¢l escenario internacional, su
fctl fabricaci6n asi come su accesibilidad, las han convertido en un riesgo
al cual hay que hacer frente. La capacidad de realizar una deteccién répida
y fiable, asi como la de disponer de medios que permitan la generacién de
vacunas eficaces frente a los distintos patégenos utilizados en este tipo de
acciones, es actualmente de gran importancia.

La biotecnologia ofrece, al campo de la defensa bioldgica, las herra-
mientas necesarias para desarroltar métodos répidos que permitan la detec-
cién de agresivos bioldgicos de uso en acciones militares o terroristas, ast
como la adaptacién de estas técnicas a sistemas portétiles con 1os que po-
der detectar los agentes patégenos en el lugar del suceso con la méxima
fiabilidad y rapidez. Los estudios inmunolégicos y moleculares de los
agentes patGgenos proporcionaran la tecnologia necesaria para abordar en
un future préximo el desarrolle de vacunas de nueva generacién.

Este Programa nace como consecuencia de la preocupacion de nuestras
FAS por una parte y de los requerimientos de la Organizacién para el Tra-
tado del Atléntico Norte (OTAN) por otra, de desarroliar proyectos que res-
pondan a las inquietudes actuales que existe en materia NBQ (Nuclear,
Biolégica y Quimica) en general y en asuntos biclégicos en particular. Es
necesario disponer de laboratorios que tengan la capacidad de detectar ¢
identificar los agresivos biolégicos, asf como disefiar sistemas que puedan
ser trasladados a Zona de Operaciones para la deteccién in situ. El proyec-
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to también pretende abordar otra faceta que es generar la metodologia ne-
cesaria para una buena medicina preventiva, incluyendo el desarrollo de he-
rramientas de laborateric que permitan el disefio de vacunas de nueva ge-
neracién en el caso de que fuese necesario.

El Programa es liderado y coordinado por la FABRICA NACIONAL
DE LA MARANOSA, a través de la Secci6n de Defensa Biol6gica del De-
partamento NBQ. La Fabrica Nacional de la Marafiosa es un centro pertene-
ciente a la Subdireccién General de Tecnologia y Centros, integrado en la Di-
reccion General de Armamento y Material del Ministerio de Defensa
(SGTECEN/DGAM).

Al ser un programa con unos objetivos muy ambiciosos y siendo cons-
cientes de la envergadura del trabajo a realizar, se consideré oportuno con-
tar con la colaboracién de centros y laboratorios nacionales de cardcter no
militar y de reconocido prestigio, al objeto de un mejor cumplimiento de
las tareas encomendadas.

Asi, tras numerosas gestiones, debates y reuniones, y siempre bajo la
coordinacién y direccion de la Seccién Biol6gica de 1a Fabrica Nacional de
La Marafiosa, se consigui6 la colaboracién de los siguientes Centros:

CENTRO DE INVESTIGACION EN SANIDAD ANIMAL (CISA).
Perteneciente al Instituto Nacional de Investigaciones Agrarias (INIA) del
Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacidn.

FACULTAD DE VETERINARIA. Perteneciente a la Universidad
Complutense de Madrid, del Ministerio de Educacién y Cultura. Participa-
¢itn del Departamento de Patologia Animal I (Sanidad Animal), a través de
SAMA (Laboratorio de Sanidad Animal y Medio Ambiente).

INSTITUTO DE SALUD CARLOS IIL Qrganismo Auténomo del
Ministerio de Sanidad y Consumo. Participacién de las siguientes depen-
dencias de la Subdireccién General de Laboratorios y Servicios en Salud
Piiblica del Instituto:

* CENTRO NACIONAL DE MICROBIOLOGIA
Servicio de Microbiologia Diagndstica.
Servicio de Bacteriologia.

e UNIDAD DE BIOINFORMATICA.
LABORATORIOS HIPRA, S. A. Amer (Gerona). Participacién
del Departamento de I+D.

OBJETIVOS DEL PROYECTO

Ante un hipotético ataque con armas biclégicas las acciones deben es-
tar encaminadas a la deteccién del tipo de agente empleado. Las fases que
SON necesarias cumplir son:

1. Deteccidn (fase de alerta). Tiene que realizarse en cuestién de mi-
nutos

2. Identificacién. A ser posible en menos de 24 horas.

3. Confirmacién. En pocos dias.

El primer objetivo del proyecto es el desarrollo de técnicas répidas, es-
pecificas y sensibles que nos permitan cumplir con las fases de identifica-
cién y confirmacién de muestras que pudieran contener agentes patégenos
utilizados en guerra biolégica, come por ejemplo las bacterias responsables
del dntrax, muermo, etc. Estos microorganismos, asi como muchos otros,
son del méximo interés para la defensa. Se trata de agentes hacia los cua-
les los pafses desarrollados, y en particular la OTAN han dirigido su aten-
cion y esfuerzos con el objeto de prevenir a todos los niveles los efectos
que desencadenaria su aparicién.

Para poder desarrollar los diferentes sistemas de deteccién e identifica-
¢ién bioldgica sobre los gérmenes mencionados es necesario en primer lu-
gar un buen conocimiento de los mismos. Ello implica en la mayorfa de los
casos el cultivo de microorganismos, que se llevard a cabo en lugares es-
pecialmente preparados al efecto, esto es, con niveles de seguridad biol-
gica adecuados (nivel 2, nivel 3, y nivel 4, cuando proceda), utilizando pa-
ra ello las instalaciones de que dispongan los centros investigadores
participantes en el proyecto.

Las técnicas de laboratorio elegidas para proceder al diagnéstico e
identificacién, han de caracterizarse por ser rdpidas, especificas y fiables.
Entre ellas. Se incluyen las técnicas de ampiificacién gendmica y las wée-
nicas inmunolégicas.
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Las técnicas de amplificacion gendmica serdn las que se aplicardn de
forma preferente. Consisten en el desarrollo de sistemas capaces de multi-
plicar de forma geométrica el mimero de copias del genoma objeto de in-
vestigacidn, de forma que se pueda detectar de forma especifica y sensible
la presencia de un microorganismo en muestras diversas. La técnica mds
utilizada para obtener este resultado es la llamada Reaccién en Cadena de
la Polimerasa (PCR, polymerase chain reaction}., La reaccién, en términos
generales, estard encaminada a detectar la presencia de aquelios genes que
con mayor sensibilidad y especificidad permitan la identificacién del
agente.

Las técnicas inmunoldgicas nos permiten, a través de reacciones anti-
geno-anticuerpo, la identificacién de numerosos microorganismos, caracte-
rizdndose también por su sensibilidad y rapidez.

Una vez desarrolladas las diferentes técnicas anteriormente menciona-
das, el siguiente paso es la adaptacidn de los sistemas estudiados a forma-
tos automatizados que permitan trabajar en un entorno de riesgo NBQ. De
hecho, el punto final en el diagnéstico de estos agentes deberia ser la in-
dependencia total de un Laboratorio central situado fuera de la Zona de
Operaciones, en definitiva la capacidad de transportar los sistemas de de-
teccién al campo. El desarrollo de nuevas tecnologias, fruto de la conver-
gencia de la biologia molecular y las tecnologifas de la informacién, ha
permitido la aparicién de los microdispositivos, algunos de los cuales tie-
nen aplicacién en microbiologia. La finalidad de estos equipos es facilitar
la realizacién de ensayos microbioldgicos empleando nuevas metodologias
que permiten su implantacion en dispositivos de pequefio tamaific. En la ac-
tualidad, se estdn desarrollando diversos dispositivos en este sentido, como
son los biochips o los kits manuales de identificacién rdpida (HHTK).

Los biochips son sistemas de identificacién miniaturizades basados en la
hibridacién con sondas especificas que permiten detectar bacterias o virus.
La ventaja de estos dispositivos radica en la posibilidad de utilizarlos como
método de deteccidn “in situ™.

Los HHTK (hand heid test kit) son también dispositivos portdtiles ba-
sados en técnicas inmunolégicas como métedo de diagnéstico.

El segundo gran objetivo de este Proyecto es el estudio de la bacteria
causante del dntrax (Bacillus anthracis) desde €l punto de vista inmunolé-
gico y molecular, identificar los ant{genos de interés asi como los genes
que los codifican, todo ello con el fin de disponer de las herramientas ne-
cesarias para poder desarrollar una vacuna eficaz.

La inclusién en €l proyecto de Bacillus anthracis (agente causal del 4n-
trax) es, de alguna manera, obligada. Las investigaciones a nivel mundial
sobre esta bacteria definen un estado tecnolégico tal que en estos momen-
tos s una de las armas biol6gicas que mayor preocupacién genera, tanto
por su posible uso militar como por su posible uso en acciones terroristas.
La facilidad de su produccién, la estabilidad de sus esporas para su alma-
cenamiento y la enorme letalidad sin posibilidad de tratamiento cuando se
administra por via aerégena, hacen del dntrax un arma biol6gica de prime-
ra magnitud. Por otro lado, las pautas de vacunacién utilizadas actualmen-
te para conferir proteccién frente a esta bacteria adolecen de leniitud en la
Tespuesta inmune y generan efectos secundarios. Por ello diversos pafses
han entendido que ¢s preciso abordar nuevas estrategias para proceder a la
inmunizacién del personal expuesto ¢ en riesgo, mediante herramientas de
biologia molecular. Espafia, a través de la ejecucién de este proyecto, ten-
drd un papel fundamental en el desarrolio de estas aplicaciones concretas,

CONCLUSIONES

El presente proyecto va a permitir dar un paso notable en el diagnéstico
rdpido de agresivos bioldgicos, asf como definir nuevas lineas en el disefio de
vacunas. La rapidez y especificidad en la respuesta diagnéstica y la solucién
de los problemas inherentes a las vacunas convencionales son dos requisitos
fundamentales en el desarrollo de nuevas tecnologias y su potencial comer-
cializacién futura.

El desarrollo de sistemas répidos y fiables de deteccién de los micro-
organismos y toxinas manejados en el proyecto, asi como la informacion
que se obtenga acerca de la respuesta inmune frente a dichos agentes, tie-
ne una clara aplicacién comercial a corto plazo en forma de kits de diag-
néstico.
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Por lo tanto, desde el punto de vista comercial se aprecia que el pro-
yecto tiene gran interés para la industria nacional, ya que se van a aplicar
estrategias novedosas en un momento en el que todavia los desarrollos in-
ternacionales estdn en fase de investigacion.

En resumen, este Proyecto ticne un enorme interés, tanto en el dmbito
militar como civil, por cuanto permite aumentar nuestras capacidades de
defensa ante posibles acciones bélicas o terroristas en las que se utilicen ar-
mas biolGgicas.

BIODESCONTAMINACION DE SUSTANCIAS QUIMICAS:
BIODEGRADACION DE TIODIGLICOL

ANTECEDENTES

Actualmente se contemplan tres formas de eliminacién del agresivo qui-
mico iperita: i} incineracion, ii) hidrolisis en exceso de élcali v iii) hidrélisis
en agua a 90°C. Tanto la incineracién como la hidrélisis con dlcali plantean
problemas por la formacion de subproductos potencialmente t6xicos. La hi-
drélisis a alta temperatura de la iperita da lugar a la formacitn mayoritaria de
tiodiglicol (TDG). Comparado al agresivo, el TDG es relativamente poco t6-
xico; dependiendo de las especies la LD varia entre 3 y 6 g/kg. EI TDG tie-
ne varios usos industriales en la composicién de elastémeros, lubricantes, es-
tabilizadores, antioxidantes, tintes etc. Sin embargo, el TDG puede ser
utilizado también para la fabricacién de iperita, por lo que estd clasificado
dentro de la convenci6n de armas quimicas y, por tanto, debe ser eliminado
mediante un proceso de mineralizacién.

Mientras que la iperita, por su baja solubilidad en agua y toxicidad no
es buen candidato para la biodedescontaminacién, el TDG si puede ser so-
metido a procesos de biodegradacion. Hasta el momento se han abordado
dos aproximaciones précticas:

» Utilizacién de mezclas biolégicas no definidas (fangos de rio) en re-
actores aerobios

+ Utilizacién de un cultivo puro de una bacteria capaz de utilizar TDG
como Unica fuente de carbono (Alcaligenes xylosoxydans), bien en
medio liquido o inmovilizadas en microesferas.

Ninguna de las dos aproximaciones ha pasado de la fase experimental.
Los problemas que quedan sin resolver se refieren a:

« Acumulacién de substancias no deseables durante la biodegradacién
de TDG

* Limitaciones en la concentracién de TDG y en la velocidad de cre-
cimiento de los cultivos debido a que es necesario utilizar medios
pobres en los que €l TDG ¢s la tnica fuente de carbono y energia.

OBJETIVOS PLANTEADOS

» Busqueda de nuevos microorganismos capaces de oxidar TDG

« Caracterizacién de los productos de degradacién

* Aislamiento de los enzimas claves para la degradacion

» Estudio de la posibilidad de utilizacién del microorganismo o elflos
enzimas aislados para la descontaminacién in situ.

OBJETIVOS ALCANZADOS

+ Identificacién de dos nuevas cepas capaces de metabolizar TDG.

* Determinacion de la ruta de degradacién hasta metabolitos interme-
dios no t6xicos.

¢ Pardmetros de cultivo adecuados para la degradacién de TDG en fer-
mentadores.

INNOVACION

Los resultados obtenidos en este trabajo representan un avance respec-

to a otras aproximaciones en los siguientes puntos:

* Las dos cepas aisladas degradan TDG mientras utilizan otros nu-
trientes para crecer. Esto implica que se puede obtener un creci-
miento mdés répido del cultivo y mayor densidad de células que los
que se obtienen en medios de cultive pobres. Hasta ahora no se ha-

bia descrito el metabolismo de TDG en medios de cultive ricos (co-
metabolismo)

+ Incremento de la eficiencia de degradacién por regulacién de la aci-
dez del medio: la capacidad de degradacién se incrementa si se evi-
ta la acidificacién del medio de cultivo debido al metabolismo del
TDG

* El hecho de que las cepas aisladas puedan degradar TDG sin uvtjli-
zarlo como fuente de carbono implica que es teoricamente posible
utilizar células en reposo parz la degradacién. Abre la posibilidad de
utilizar los cultivos para la descontaminacién in situ.

RESULTADOS

*+ Selecci6én

A partir de 100 microorganismos aislados de fangos del rio Jarama se
seleccionan 2 en los que se observa degradacién aerobia de TDG en medio
rico. Ninguno de los organismos parece capaz de utilizar TDG como Gnica
fuente de carbono y energia.

Comparacicn con los resultados obtenidos utilizando Alcaligenes
xylosoxydans.

Lee et a), Kim et ai, Irvine et al, NBQ
1997 1997 1997 Reactor
Reactor Alcaligenes Reactor de discontinuo,
discontinno,  xylosoxydans fango activado Alcaligenes
medio mineral, S$H91 sp.PGHI0 en
Alcaligenes inmovilizado medio rice
xylosoxydans en
SH91 microesferas,
medio mineral

TDG inicial 6 g/l 51 8 g/ 6 gl

TDG final 0 0 0.035 g/l 0

Acomulacién  Acido Tiedighicol No Acido

de metabolitos tiodiglicGlico  sulféxido, especificado tiodiglicélico

intermedios (5%) concentracién No tiodiglicol
Tiediglicol no especificada sulféxido
sulféxido (5%)

Control de pH No Si No St

Tiempo 60 horas 96 horas 24 horas 48 horas*

* Tiempo que transcurre entre ¢l comicnzo de la degradacion y el 90% de reduccién en la
concentracién de TDG.

* Caracterizacion de las cepas:

PGHI10: Alcaligenes xylosoxydans. No muestra resistencia a los princi-
pales antibidticos excepto estreptomicina

DO61: Arthrobacter protoformiae No muestra resistencia a los princi-
pales antibidticos excepto a 4cido nalidixico.

« Degradacién de TDG

En medio completo sin_control de pH, TDG inicial 7.2 g/l,:
PGH10: Méxima densidad a 660 nm :6.5; TDG final (5 dias): 3.3 g/l

Reduccién de 33% (Fig. 2).

En fermentador, a pH constante: TDG inicial 6 g/i:
PGHI10: TDG final (6 dias): indetectable (menor de 0.003 g/l), reduc-

cién > 99% (Fig. 3).
Conclusién: el control de pH del medio mejora dristicamente la efi-
ciencia de degradacién de TDG.

CARACTERIZACION DE LOS METABOLITOS
PRODUCIDOS DURANTE LA DEGRADACION
DE TDG.

Existen dos posibles rutas de degradacién para el tiodiglicol :

A. Oxidacidn a tiodiglicol sulféxido.
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Figura 2. Degradacion de TDG (1).

B. Oxidacion a dcido tiodigliclico e incorporacién a la masa celular.
La posibilidad A no parece ocurrir en PGHI10, ya que hemos campro-

bado que el tiodiglicol sulféxido no se produce durante el crecimiento en
TDG.

La posibilidad B, sf se ha detectado la acumulacién de dcido tiodigli-
célico (TDGA), lo cual sugiere que la ruta de degradacién pasa por este
metabolito.

La transformacién TDG - TDGA la lleva a cabo una enzima: butanol
deshidrogenasa dependiente de NAD,

La diferencia entre las concentraciones de TDGA detectado y de TDG
inicial, indican que parte del TDGA se metaboliza, y los productos proba-
blemente acaban incorporados a la masa celular

PLANTEAMIENTO FUTURO
La cepa PGHI10 (Alcaligenes xylosoxydans) es capaz de degradar TDG

al menos con la misma eficiencia que las otras cepas de Alcaligenes xylo-
soxydans, pero con la ventaja de producir esa degradacién en medios de
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Figura 3. Degradacion de TDG (2).

cultivo que permiten el crecimiento rapido de la bacteria y alcanzar densi-
dades celulares muy altas. Se plantean dos posibilidades:

A. Aislar el enzima butanol deshidrogenasa para utilizarlo como ca-
talizador en la transformacién de TDG en TDGA

B. Estudiar la forma de utilizar células vivas de Alcaligenes xylo-
soxydans PGHI10 en las tareas de descontaminacién.

La primera posibilidad no parece aconsejable ya que el enzima requie-
re un cofactor (NAD) cuyo coste haria econdmicamente inviable la utiliza-
cién a gran escala.

Respecto a la segunda posibilidad pueden plantearse las siguientes
aproximaciones no excluyentes:

* Degradacién de TDG tras la rehidratacién de cultivos de PGH10 lio-
filizados

* Sobreexpresién de la enzima butanol deshidrogenasa para incremen-
tar la velocidad de degradacién

* Degradacién de TDG utilizando cultivos de PGH10 inmovilizados en
microesferas (ej: geles de polivinil-alcohol).



