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El metabolismo de bacterias y ciano-bacterias puede ser dirigido
para la produccién de Amoniaco e Hidrégeno a escala industrial
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Frente a la denominada "crisis petrolera" las distintas alternativas
tendientes a superarla, permiten percibir un futuro energético optimista.

Sin embargo, esa variedad de posibilidades, asi como la alta tecnologia
involucrada, dificultan en paises como el nuestro, se encaren investigaciones
significativas.

La intencion del presente ensayo es indicar un subconjunto de aquellas
alternativas, que se caracteriza por el uso de tecnologias sencillas,
inversiones razonables y aplicacion a escala industrial.

Concretamente, se pretende sefialar a investigadores e industriales,
algunas posibilidades de producir hidrogeno por medios bioldgicos.

Para ello, este ensayo se iniciara recordando el rol del combustible,
algunas caracteristicas de la energia solar y la relacion entre ambos.

Luego se sefialaran las principales propiedades del hidrogeno en
cuanto energia almacenada quimicamente.

Por ultimo se especificaran posibilidades de dirigir el metabolismo de
microorganismos al efecto de la produccion de ese combustible.

El rol de la energia se enfatiza al considerar que todo trabajo 0 cambio
requiere su intervencion.

Incluso, hasta el manejo de informacion, un bit por ejemplo, equivale
aproximadamente a un cambio de entropia termodinamica de 10-*® julios por
grado K.

Para cada aplicacion, el hombre necesita la energia en una forma
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especifica que, a menudo, difiere de la forma disponible en la naturaleza.

La industrializacién creciente de los paises en vias de desarrollo, la
construccién prioritaria de centrales hidricas y nucleares para la produccién
de electricidad, etc., permiten prever, a mediano plazo, una escasez
importante de una de las formas de energia: el combustible.

La superacion de esa problematica exige la continuidad de las actuales
investigaciones y desarrollos, para producir combustibles o "petrdleo”
mediante métodos y técnicas no tradicionales.

Puede afirmarse, sin lugar a dudas, que el aprovechamiento de la
radiacion solar serd4 sustancialmente incrementado en cuanto su
participacion en la produccion de energia.

La fluctuacion natural de la disponibilidad de energia solar sobre la
superficie terrestre exige, en la mayoria de los casos, algun tipo de
almacenamiento.

Esta circunstancia y la ya referida escasez de combustibles, indica el
enorme interés de poder econdmicamente almacenar la energia solar en
forma de combustible.

Por ejemplo, una central helioenergética podria transformar la radiacion
solar en energia quimica, almacenar ésta y utilizar luego este combustible,
ya sea para producir electricidad, o para destinarlo a otros usos, tales como
la alimentacién de redes de distribucién de gas y su utilizacién como insumo
de la industria quimica.

Existen diversos procesos fotoquimicos, termoquimicos y bioldgicos,
que pueden ser utilizados para transformar la energia solar en combustibles.

Por ejemplo, concentrando la luz solar para calentar el vapor de agua
hasta unos 2500°C, éste se descompone espontdneamente en hidrégenos y
oxigene.

O sea que, en principio, a partir de dos recursos ampliamente
disponibles, energia solar y agua, se obtendria hidrégeno, combustible de
calidad y materia prima muy requerida por la industria.

El hidrégeno, al quemarse con oxigeno, libera 34.000 Kcal, por Kg.
obteniéndose agua como subproducto de la combustién; siendo oportuno
recordar que existen medios que permiten el manejo del hidrégeno con una
elevada seguridad, similar al del manejo de la nafta.

En cuanto a su almacenamiento, se puede hacer a presion, licuandolo,
por adsorcién en hidruros metélicos, tales como los de titanio-hierro y en
forma de hidruros moleculares, tales como los hidrocarburos y los
compuestos nitrogenados (por ejemplo las naftas y el amoniaco,
respectivamente).
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Algunos microorganismos tienen la facultad de fijar nitrégeno,
componente del amoniaco.

El primer paso de ese proceso de fijacién consiste, precisamente, en la
sintesis de amoniaco, el que, sin ser estrictamente un combustible, es un
excelente portador de hidrégeno.

En consecuencia, interesa conocer en qué medida seria posible
obtener, a nivel industrial hidrégeno mediante procesos biolégicos.

Los Unicos microorganismos capaces de fijar asi el nitrdgeno son
algunas bacterias y cianobacterias.

A estas Ultimas pertenecen las algas azul-verdosas.

Para la produccién del amoniaco algunas algas requieren de nitratos
(NOs) como materia prima, la cual puede ser provista en forma de &cido
nitrico agregada directamente al cultivo de algas.

La reduccion del nitrato a amoniaco es un proceso fotosintético que se
realiza en presencia de las enzimas nitrato reductasa y nitrito reductasa.

Las principales ventajas de este mecanismo metabdlico son: que la
energia requerida es aportada principalmente por la radiacion solar, y que el
proceso se realiza en presencia de oxigeno molecular.

Existen también otras algas (verde azuladas) que son capaces de fijar
directamente el nitrégeno atmosférico.

Todas las bacterias y cianobacterias fijadoras de nitrégeno molecular
parecen compartir, a ese efecto, el mismo mecanismo, consistente en la
sintesis del amoniaco, la cual se realizard con la ayuda de una enzima
(proteina con capacidad catalitica), denominada nitrogenasa.

La nitrogenasa s6lo permanece activa en total ausencia de oxigeno,
por lo que las cianobacterias que viven en un medio aerdbico, han
desarrollado un mecanismo de proteccion.

Dentro del medio celular, la enzima se encuentra protegida dentro de
células especializadas, denominadas heterocistos y que conforman un
medio anoxico.

Este hecho es importante, en cuanto las cianobacterias realizan una
fotosintesis aerébica.

En el proceso fotosintético se producen glucidos, los que donan a la
nitrogenasa los electrones para reducir una de las dos partes de que consta
la enzima.

A su vez esta parte reacciona con el adenosintrifosfato (ATP), y
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gue aporta la energia requerida para la sintesis, reduciéndose el segundo
componente enzimatico.

Por dltimo, el sistema captura los ndcleos de hidrégeno y reduce el
nitrégeno para la sintesis propiamente dicha del amoniaco.

Ya en una etapa posterior, el amoniaco continla en el proceso
bioquimico, reaccionando con el glutamato para formar glutamina, de donde
el nitrégeno puede pasar a otros componentes de la célula.

Como se ha visto, existen dos mecanismos biolégicos, completamente
distintos, que son utilizados para la produccién de amoniaco y que,
eventualmente, podrian aprovecharse a nivel industrial: 'a sintesis de
amoniaco a partir de nitratos y la fijacién de nitrdgeno molecular.

En ambos casos seria deseable lograr que, los organismos sinteticen
un excedente de amoniaco, excretandolo al medio de cultivo.

Normalmente, la sintesis de determinado producto se interrumpe
automaticamente cuando la célula dispone de las cantidades requeridas por
el metabolismo.

A este efecto, los organismos disponen de diversos mecanismos de
control.

Por ejemplo, un probable mecanismo de control, propio de los
organismos fijadores de nitrégeno molecular, consiste en la autorregulacién
por retroalimentacion.

Al parecer, segun este mecanismo, la existencia de un elevado
porcentaje de nitrégeno fijado dentro de la célula inhibe la produccién de
glutaminsintetasa, la enzima que cataliza la transformacion de! glutamato en
glutamina.

A su vez, el nivel de glutaminsintetasa controlaria la expresion del gen
que codifica para la sintesis de la nitrogenasa.

Como para la industria es justamente de interés la produccion de un
exceso de amoniaco, se hace necesario anular este u otros mecanismos de
regulacion.

Una de las posibilidades mas interesantes de lograr esto, consiste en
el cultivo de las cianobacterias en un medio escaso en nitrégeno.

En este caso, el proceso de sintesis de amoniaco se interrumpe en el
punto en que la nitrogenasa trata de reducir el nitrégeno.

La enzima, al no poder entregar electrones al nitrogeno (ahora
inexistente), se los cede a los protones (ndcleos de hidrégeno) formando
hidrégeno molecular que es librado a la atmosfera.

Cabe agregar que el nitrégeno no puede ser eliminado totalmente del
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medio por cuanto cada aminoacido incluye al menos un atomo de nitrégeno.

La alternativa para obviar el mecanismo de control, consiste en
"disefiar" el organismo para incrementar la produccion del metabolito
deseado.

Para esto, uno de los posibles procedimientos consiste en el cultivo
selectivo de las cepas que poseen en mayor grado la caracteristica
deseada.

El otro proceso, que eventualmente arrojaria resultados mucho mas
espectaculares, consiste en la aplicacion de técnicas de ingenieria genética.

Mediante esas técnicas es posible, dentro de limites, la modificacion
dirigida de la dotacién genética de un organismo.

Toda la informacion genética de un organismo se encuentra dentro de
cada una de sus células constituyentes.

El material genético esta formado por dos cadenas de moléculas de
acido desoxirribonucleico (ADN), las que conforman la llamada "doble
hélice".

El mensaje inscripto en cada cadena esta constituido por un "alfabeto”
de cuatro "letras": los nucledtidos C (citocina), G (guanina), A (adenina) y T
(Timina).

Las "palabras" del cddigo genético estdn dadas por los distintos
tripletes que pueden formar los nucledtidos.

Por ejemplo, son codones individuales los tripletas CCC, CCG, CCA,
CCT, CGC, CGG, CGA, CGT, y asi sucesivamente.

Dada determinada secuencia nucleotidica en una de las ramas de
doble hélice, la otra rama es complementaria.

Esta complementariedad se debe a que los nucleétidos de una cadena
se encuentran vinculados uno a uno a los de la segunda cadena, de modo
tal que siempre C se opone a G,y Ase oponeaT.

Cuando una célula se multiplica, cada una de las nuevas células
formadas se lleva consigo una copia del material genético.

Para la replicacion, la doble cadena se separa en dos unidades, donde
cada una de éstas vuelve a formar una doble cadena.

Cada uno de los conjuntos estructurales de codones que codifican la
sintesis de determinadas proteinas (incluida la nitrogenasa), es un gen.

El mecanismo de la sintesis comienza con la transcripcion de la
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secuencia de nucleétidos de ADN, a una secuencia complementaria de
acido ribonucleico mensajero (ARNm).

La diferencia entre las secuencias del ADN y del ARNm reside en que
en este Ultimo, el uracilo, reemplaza a la timina.

Finalmente, el ARNm dirige la sintesis de las proteinas requeridas por
la célula.

La traduccion del ARNm para la formacién de proteinas implica la
lectura sucesiva de los codones por otro acido nucleico, el ARN de
transferencia, el cual determina finalmente la seleccion del aminoacido
especificado por cada codon.

Estos aminoacidos se unen en cadena en correspondencia a la
secuencia de los codones del ADN y finalmente se pliegan quedando
conformada la proteina.

Todas las proteinas estan constituidas aproximadamente por unos
veinte aminoé&cidos.

Los codones son notablemente mas de veinte, explicAndose esto por
cuanto la naturaleza es redundante, codificando varios codones para el
mismo aminoacido.

Asimismo, algunos codones especificos sefialan el comienzo y
terminacion de cada gen individual.

Lo significativo de esto, es que las posibilidades de expresion del
microorganismo estdn completamente determinadas por la secuencia de
nucledtidos del ADN.

Existen algunas posibilidades de dirigir el mecanismo bioguimico,
controlando el medio de cultivo del organismo.

Como ya se dijo, un medio de cultivo exento de nitrégeno, en el cual
se desarrollan ciertas cianobacterias, interrumpe la expresion del
mecanismo de represion de sintesis de la nitrogenasa, la cual, al no poder
vincular el nitrégeno al hidrégeno, libera este Ultimo al medio ambiente.

Ya se han obtenido mutaciones de Azobacter, que no solo fijan
nitrégeno en presencia de abonos nitrogenados, sino que llegan a excretar
amoniaco.

Existen razones para suponer que también pueden encontrarse cepas
mutantes entre las cianobacterias.

Existen técnicas sencillas que permiten el cultivo y la consecuente
seleccion genética de las cepas que maximizan la produccién de los
metabolitos deseados.
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Por ejemplo, la nitrogenasa reduce el acetileno a etileno, cuya
existencia se determina facilmente por cromatografia.

En otras palabras, a mayor produccién de etileno, mayor actividad de
la nitrogenasa.

Disponiendo de células con una dotacién genética que dirige la sintesis
del sistema heterocisto-nitrogenasa, seria interesante aislar esa unidad
genética y transferirla a otras células de la misma especie.

Se obtendria asi células con una multiplicidad de unidades genéticas
idénticas, con lo que se incrementaria proporcionalmente la capacidad de
sintesis del metabolito deseado.

Las técnicas disponibles a ese efecto son basicamente dos.

Uno de los modos consiste en utilizar plasmidos bacterianos, pequefias
unidades anulares de ADN que comparten la célula conjuntamente con el
material genético principal.

Se dispone de una gran variedad de endonucleasas de restriccion,
enzimas capaces de cortar las cadenas de ADN por lugares especificos.

Si se corta el material genético por dos sitios de igual secuencia de
nucleétidos, se separa un fragmento de ADN capaz de unirse a un plasmido
cortado en un sitio de jguales caracteristicas.

Se obtiene asi un pldsmido hibrido capaz de replicarse en forma
auténoma y que codifica para la proteina deseada.

No es dificil volver a introducir el nuevo plasmido en células
bacterianas donde, en ciertos casos, puede coexistir en forma multiple.

Estas células dan lugar al clon, una colonia de células genéticas
idénticas, con capacidad de sintetizar el metabolito deseado.

Otro modo de aumentar la informacion genética de una célula, se logra
utilizando, como vehiculos, a virus capaces de crecer en bacterias.

En el caso de utilizarse esta técnica, se selecciona un bacteriéfago con
el cual se infecta las bacterias que poseen los genes de interés.

En algunos casos, el ADN del fago se une al ADN becteriano en las
proximidades de los genes deseados, los que pueden pasar a formar parte
de la dotacion genética de los descendientes virdsicos.

Cuando estos nuevos fagos infectan a otras bacterias, pueden
transmitirle los genes de interés.

Estas y otras técnicas que son del dominio de la ingenieria genética, se
realizan habitualmente en diversos laboratorios de todo el mundo.
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Como ya se ha visto, una vez que se ha logrado que una cepa
bacteriana sea capaz de sintetizar determinado metabolito, es necesario
lograr la expresion continua del gen o genes involucrados.

Para la industria, el caso de mayor interés es aquél en que el producto
deseado es excretado al medio ambiente, donde puede ser recolectado.

Dicho de otro modo, interesa especialmente este caso en que la
bacteria desperdicia su energia para sintetizar un producto que no le es (til,
pero si de provecho para el hombre.

Ya se sefiald6 que ello sucede, efectivamente, en el caso de mi-
croorganismos con defectos del mecanismo de control metabdlico.

En consecuencia, corresponde seleccionar cepas mutantes de
"méxima ineficacia" en cuanto al control y que produzcan al maximo los
productos deseados.

Las técnicas indicadas, asi como otras auxiliares, se encuentran
notablemente desarrolladas y son relativamente faciles de aplicar, no
requiriendo instalaciones costosas ni maquinaria importante.

Las técnicas de ingenieria genética son aplicables a los organismo
fijadores de nitrdgeno y, mas aun, ya se han transferido con' éxito los genes
que participan en la fijacion del nitrégeno de la bacteria "Klebsiella
Pneumoniae” a la bacteria "Escherichia coli".

Si bien resta por resolver el dificil problema de proteger la nitrogenasa
del oxigeno, el logro sefalado es indicativo de lo que ya es posible realizar.

Se estima que quizas resulte mas fructifero estudiar las posibilidades
de modificar la dotacion genética de los organismos fijadores de nitrégeno a
partir de nitratos.

Como ya se indicé, en este caso la presencia del oxigeno no afecta a
las enzimas intervinientes.

Se ha sefialado que, dentro de la problematica energética global, los
combustibles probablemente seguiran ocupando un rol muy significativo, y
que si bien su participacién porcentual podra disminuir, no sucedera lo
mismo en cuanto a valores absolutos.

Otro tema tratado es el de la energia solar, habiéndose establecido
gue su aprovechamiento implica necesariamente el almacenamiento.

Luego, se indicaron las ventajas que representaria la posibilidad de
transformar la energia solar en energia quimica, es decir, combustibles,
guedando aquella almacenada en este nuevo estado.

Por ultimo, se describieron algunas posibilidades de produccion
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de combustible que difieren significativamente del concepto habitual de
biomasa.

Resumidamente, esas alternativas son dos:

— Produccién de combustible mediante algas fijadoras de nitrégeno a
partir de nitratos.
Si bien la energia utilizada es principalmente la solar y que, ademas, el
mecanismo es insensible a la presencia del oxigeno, es necesario
disponer de una fuente econémica de nitratos.

Se estima posible aumentar la fijacion de nitrdgeno mediante la técnica
de seleccion de cepas y la aplicacion de técnicas de ingenieria
genética.

Una aplicacion industrial seria cultivar el alga, el cual, reducido a
particulas y en presencia de nitrato, fotorreduce éste a amoniaco con
la concomitancia del agua como reductor.

— Producciéon de combustible mediante algas fijadoras de nitrégeno
molecular.

En este caso es una ventaja la posibilidad de utilizar directamente el
nitrégeno atmosférico.

En cambio, el organismo debe aportar grandes cantidades de energia
en forma de ATP.

Si bien se estima que merece investigarse, las dificultades de
incrementar artificialmente la produccién de nitrogenasa junto con un
sistema de proteccion del oxigeno, haria mas recomendable la
bldsqueda y seleccién de cepas mutantes de méaxima produccion del
metabolito deseado.

Utilizando estas especies caben dos posibilidades de desarrollo a nivel
industrial.

Una de ellas consiste en la seleccion de cepas que producen un
méaximo de amoniaco, excretandolo al medio de cultivo, de donde se
obtendra por filtracion.

En este caso, se deberia reducir al minimo la producciéon competitiva
de hidrégeno, posibilitando asi el cultivo a cielo abierto.

La otra posibilidad consiste en buscar una combinacion de mi-
croorganismos y contenido de nitrégeno del medio de cultivo, que
maximice la produccién de hidrégeno, debiendo resolverse el problema
de la recoleccién de éste.

A las posibilidades sefialadas, que no son exhaustivas, cabe agregar
otras, por ejemplo, el cultivo de bacterias excretoras de amoniaco en
sustratos solidos de bajo costo.

Toda esta temética se relaciona directamente con el interés de la
simbiosis vegetales-bacterias fijadoras de nitrdgeno, campo en el cual
pueden esperarse interesantes avances, recomendandose su seguimiento
por parte de los investigadores interesados en el tema aqui tratado.
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Esta interdisciplinariedad ird incluso mas alla, ya que las industrias
guimicas tradicionales podran integrar cada vez mas estas "micro-fabricas"
biolégicas a sus plantas de produccién, y, a la inversa, otras industrias ,tales
como las de alimentacion y de bebidas alcohdlicas, podran participar en la
produccion de energia.

Es interesante sefialar la existencia de industrias que en la actualidad
producen antibiéticos, solventes, acidos organicos, aminoacidos, enzimas,
vitaminas, polimeros, etc., con la intervencién de microorganismos; y qué
técnicas tradicionales de seleccion de cepas mutantes han permitido un
incremento de hasta 300 veces la sintesis del producto deseado.

Por todo esto corresponde destacar que la presente temética ya no se
limita a meras especulaciones tedricas, sino que las investigaciones bésicas
y aplicadas ya se encuentran adelantadas siendo alta la probabilidad de ir
prontamente, en nuestro pais, de la investigacion al desarrollo y de éste a la
produccién de combustible, mediante estos procesos bioldgicos.
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