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RESUMEN 

 

Los análisis bioinformáticos realizados se enfocaron en las bacterias degradadoras de 

hidrocarburos y en los mecanismos que usan para la degradación de estos compuestos. 

Se busca comprender la evolución de estas a través del tiempo, tomado en cuenta la 

relación evolutiva y estructural de ciertas enzimas (monooxigenasa y dioxigenasas), entre 

estas: benceno 1,2-monooxigenasa, fenol 2-monooxigenasa, tolueno 2-monooxigenasa, 

tolueno metil-monooxigenasa, tolueno dioxigenasa y tolueno 2-monooxigenasa.  

El proceso de metaanálisis consistió en determinar las bacterias capaces de degradar 

hidrocarburos, así como la definición de las rutas metabólicas usadas para la 

transformación de: tolueno y benceno y las enzimas correspondientes (Total:7). 

El proceso de filogenia de las enzimas, se llevó a cabo basándose en los hidrocarburos 

(tolueno y benceno), se realizó un BLAST de cada una de las enzimas y se construyó 

arboles filogenéticos individuales y grupales. Basada en esta información se comprendió 

la evolución de las enzimas y se definió ancestros en común, obteniendo que existe aún 

secuencias conservadas entre todas a enzimas. 

El último análisis realizado fue el análisis estructural de 5 enzimas, donde se compararon 

entre sí, definiendo así la similaridad estructural. En base a esto se obtuvo que existe 

similitudes parciales entre las enzimas, que participan en las diferentes rutas metabólicas, 

afirmado lo antes propuesto. 

El estudio del presente trabajo es importante debido que cada uno de los resultados 

obtenidos, pueden contribuir al desarrollo de enzimas sintéticas a nivel industrial, para 

mayor eficiencia en la a biorremediación de suelos y aguas contaminados por derrames 

de petróleo. 

 

Palabras Claves: Bioinformática, contaminación ambiental, filogenia, microbiana, 

bacterias, alineamiento estructural, hidrocarburos.  
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ABSTRACT 

 

The bioinformatic analyzes carried out focused on hydrocarbon degrading bacteria and 

the mechanisms they use for the degradation of these compounds. It seeks to understand 

the evolution of these over time, taking into account the evolutionary and structural 

relationship of certain enzymes (monooxygenase and dioxygenases), among these: 

benzene 1,2-monooxygenase, phenol 2-monooxygenase, toluene 2-monooxygenase, 

toluene methyl monooxygenase, toluene dioxygenase and toluene 2-monooxygenase. 

The meta-analysis process consisted of determining the bacteria capable of degrading 

hydrocarbons, as well as the definition of the metabolic routes used for the transformation 

of: toluene and benzene and the corresponding enzymes (Total: 7). 

The phylogeny process of the enzymes was carried out based on hydrocarbons (toluene 

and benzene), a BLAST of each of the enzymes was carried out and individual and group 

phylogenetic trees were constructed. Based on this information, the evolution of enzymes 

was understood and common ancestors were defined, obtaining that there are still 

conserved sequences among all enzymes. 

The last analysis performed was the structural analysis of 5 enzymes, where they were 

compared with each other, thus defining the structural similarity. Based on this, it was 

obtained that there are partial similarities between the enzymes, which participate in the 

different metabolic pathways, as stated above. 

The study of this work is important because each of the results obtained may contribute 

to the development of synthetic enzymes at an industrial level, for greater efficiency in 

the bioremediation of soils and waters contaminated by oil spills. 

 

Key Words: Bioinformatics, environmental contamination, phylogeny, microbial, 

bacteria, structural alignment, hydrocarbons.
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CAPÍTULO I 

MARCO TEÓRICO 

 

1.1.Antecedentes investigativos 

1.1.1. Generalidades  

En la actualidad la contaminación de suelos, aguas subterráneas y sedimentos a causa de  

las diferentes industrias, es parte de los principales problemas del mundo y de nuestro 

país (Boopathy, 2000). Entre las principales causas de contaminación de suelos se 

encuentra los derrames de petroleó o de sus derivados, donde a escala mundial tanto la 

extracción como trasporte de hidrocarburos afecta considerablemente a la flora y fauna 

de las zonas (Benavides et al., 2006). Para solucionar este problema ambiental, se puede 

optar por usar varias técnicas de biorremediación, para obtener el llamado equilibrio 

ambiental (Cortón & Viale, 2006).  

La biorremediación microbiana es una de las técnicas actuales que emplea procesos 

biológicos con el fin de eliminar contaminantes tóxicos, mediante el uso del metabolismo 

de cualquier microorganismo sea este un hongo, actinomicete o bacteria, que sean capaces 

de devolver las condiciones iniciales que poseía el ecosistema antes de ser contaminado 

(Kensa, 2011). En la actualidad la biorremediación ha logrado resultados notables en la 

descontaminación de suelos, esto gracias a los avances en los estudios en biología 

molecular de microorganismos (A. Kumar et al., 2011).  

• Bacterias 

Desde el desarrollo de la microbiología iniciado por Pasteur y Koch como los pioneros 

en el estudio de estos microorganismos y los avances obtenidos principalmente hasta el 

siglo XX se ha relacionado la bacteriología con otras ciencias como: biología molecular, 

proteómica, bioquímica, genética, entre otras, algunas de ellas encargadas del estudio del 

metabolismo bacteriano con el fin de obtener respuestas cerca de los mecanismos de 

supervivencia y defensa de estas especies (Iáñez, 2003).  

Los primeros estudios de bacteriología fueron propuestos por el científico Christian 

Ehrenberg, considerado como el padre de esta rama, a partir de esto aparece el término 

latín “bacterium” traducido como bacteria. El primer ascenso taxonómico  de las bacterias 

fue en la familia Viobrina y actualmente en el árbol filogenético constituyen un dominio 
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(Osorio, 2017). Las bacterias son un grupo de microorganismo unicelulares, consideradas 

como una de las formas de vida más antiguas en el mundo (Bush, 2018), estos organismos 

procariotas pertenecientes al  reino bacteria y poseen un tamaño entre 0,5 y 3µm, con una 

relación superficial de volumen alta (Raisman & Gonzalez, 2013). 

La estructura bacteriana, es sencilla pues consta de una pared celular rígida y una 

membrana plasmática flexible, las cuales son encargadas de proteger a la célula y del 

intercambio de nutrientes y desechos respectivamente, el interior la célula está constituida 

por ribosomas y el citoplasma en el cual se encuentra disperso el material genético y una 

gran variedad de enzimas (Cervantes, 2011).  

La diversidad microbiana en diferentes ambientes y su aislamiento a través de diferentes 

técnicas han permitido determinar que existe una gran cantidad de bacterias capaces de 

codificar enzimas de utilidad (Escalante et al., 2004), relacionadas con el metabolismo 

bacteriano que posee como objetivo mantener la supervivencia de la célula y proveerla 

de energía, al igual que los organismos superiores el metabolismo de las bacterias no 

difiere en sus funciones y se basa en degradar ciertos componentes para su beneficioso 

(Negroni, 2009). 

1.1.2. Contaminación del medio ambiente por petróleo o sus derivados  

En las últimas tres décadas Ecuador la explotación de petróleo se ha convertido en el eje 

fundamental de la economía, pues los ingresos generados constituyen el 11.5% del 

Producto Interno Bruto del país (Ziritt, 2010). A pesar de esto el mal manejo y la poca 

seguridad por parte de la industria petrolera han transformado esto en uno de los mayores 

problemas ambientales del país y del mundo pues también países como: Arabia Saudita, 

Rusia, Irak, Irán y muchos otros basan sus economías en la exportación de crudo (OPEP, 

2010). Los derrames de petróleo afecta la biodiversidad en las zonas de explotación, por 

lo cual los gobiernos se han visto en la necesidad de minimizar el impacto ambiental 

generado (Ziritt, 2010). 

Empresas como Texaco y Petroecuador han operado dentro de Ecuador por varios años, 

convirtiéndose en las principales industrias de explotación de petróleo y siendo las 

responsables de los mayores desastres ambientales en la región Amazónica (Becerra et 

al., 2013).  Texaco extrajo millones de barriles de petróleo por 30 años, operando hasta 

356 pozos de petróleo y 1000 piscinas, algunas de manera clandestina, la falta de técnicas 
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competentes para la perforación y extracción del petróleo produjo daños casi irreparables 

en más de 2 millones de hectáreas de la Amazonía, desatando la contaminación de agua 

y suelos, al retiro de la empresa las piscinas fueron cubiertas con materia orgánica y 

ningún proceso de remediación fue ejecutado (MREMH, 2015). 

Petroecuador es una empresa nacional que ha expandido sus operaciones de explotación 

a lo largo de la región Amazónica desde hace más de 25 años, registrando hasta el año 

2011 una cantidad de 1 983 derrames de petróleo y que en los últimos años ha ido en 

aumento. Uno de los accidentes más perjudicial es el ocurrido en la Reserva Nacional de 

Cuyabeno donde se derramo un aproximado de 600 barriles de petróleo, causando daños 

en la fauna y flora de la zona. Los diferentes derrames causados por esta empresa se han 

convertido en un problema de contaminación de suelos y aguas, a pesar de las operaciones 

de remediación ambiental realizadas no se ha logrado recuperar en su totalidad estas zonas 

(Vaca & Astudillo, 2016). 

A nivel mundial, derrames como la Guerra del Golfo Pérsico en 1991 constituyen uno de 

los accidentes ambientales más desastrosos de la historia con más de 1360000 toneladas 

de petróleo derramadas en un área de 4242 𝑘𝑚2 y una capa de aproximadamente 12 cm 

de espesor , hasta la actualidad se puede observar los daños ambientales producidos en la 

zona (Lozada & López, 2019).  

África, Alaska y Canadá han sufrido el hundimiento de barcos destinados para el 

transporte de petróleo, cada uno con un aproximado de 1,8 millones de barriles no solo 

las pérdidas económicas han sido devastadoras también las zonas marinas no han logrado 

recuperar la diversidad que las caracterizaba, la vida marina es casi escaza hasta hoy en 

día (BBC, 2010). A pesar de labores ejecutadas por las autoridades para la 

biorremediación de los suelos y aguas en donde se ha producido derrames de petróleo no 

se logrado la recuperación completa de estas zonas, empresas como Pemez, UANL, 

INAM  o el Centro de Investigación como el de Jalisco (CIATEJ), México proponen la 

biorremediación con bacterias u hongos como uno de los mejores procesos para controlar 

los derrames de petróleo (OEI, 2000) . 

En Ecuador los derrames de crudo en las costas han ido sucediendo progresivamente a 

través de los años, el malecón de Las Palmas, en Esmeraldas ha sido uno de los escenarios 

de derrames de crudo en el año 2017, el cual cubrió tres de los seis kilómetros que 

conforma la playa, sus aguas se llenaron de crudo y el acceso a turistas y locales fue 
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prohibido (Espinosa, 2017). Las costas esmeraldeñas han sufrido múltiples derrames, 

perjudicando a los pesqueros de las diferentes zonas, en el 2016 se registró un derrame   a 

siete millas de las costas del Puerco Artesanal Pesquero de Esmeraldas, que causó daños 

casi irremediables en la fauna marina de la zona y por tanto en la economía de la zona 

(Bonilla, 2016). A pesar de las intervenciones por parte de las autoridades no se ha 

logrado recuperar las zonas en su totalidad (Espinosa, 2017). 

1.1.3. Composición del petróleo y clasificación  

El petróleo es una mezcla compleja de moléculas de carbono (79,5 % a 88,7%) e 

hidrógeno (9,6% a 16%), pero también de azufre, nitrógeno y oxígeno en cantidades 

mínimas (Newbery & Thierry, 2007).  Esta composición puede variar ligeramente de 

acuerdo a los yacimientos e incluso por el proceso para su comercialización. Se dividen 

en tres grupos según sus estructuras hidrocarbonadas:  

• Hidrocarburos saturados: son cadenas de carbono e hidrógeno cortas lineales 

algunas con ramificaciones y puntos de ebullición baja, cuyos enlaces carbono – 

carbono son simples. 

• Hidrocarburos insaturados: se caracterizan por poseer uno o varios enlaces dobles 

y triples de carbono -carbono, son generados en el proceso de cracking 

(descomposición de los hidrocarburos de elevado peso molecular). 

• Hidrocarburos aromáticos: son compuestos cíclicos que poseen anillos aromáticos 

de entre 5 a 6 carbonos, con puntos de ebullición y densidad elevados, pueden o 

no ser acoplados a ramificaciones lo que los convierte en difíciles de eliminar de 

suelos y aguas (Wauquier, 1994).  

Entre los principales hidrocarburos aromáticos, se encuentran: el benceno y el tolueno, 

los dos constan de una única estructura de anillo insaturado conformado por 6 átomos de 

carbono. 

• Benceno 

Fórmula molecular: C6H6 

Estructura molecular:  
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Este compuesto, es un líquido amarillento o incoloro, constituye parte de los 

hidrocarburos presentes en el petróleo crudo, es también llamado como nafta del carbón, 

posee una densidad menor que la del agua, con un peso molecular de 78,11 g/mol, su olor 

es percibirles a concentraciones de 1,5 -4,7 ppm, el cual es dulce y aromático, es una 

sustancia altamente inflamable y puede liberar vapore tóxicos. Es altamente letal, tanto 

por consumo, así como por inhalación, debido a su anillo aromático es difícil de eliminar 

de suelos y aguas (IDEAM, 2010). 

• Tolueno 

Fórmula molecular: C7H8 

Estructura molecular:  

 

Es un compuesto incoloro, olor aromático, se considera como un derivado del benceno y 

al igual que este es menos denso que el agua (densidad de 0,87 g/ml), sus vapores son 

más densos que el aire y posee un punto de ebullición de 111°C, muy reactivo con ácido 

nítrico y sulfúrico, es considerado un producto con alta toxicidad. Es difícil de eliminar 

de suelos y aguas, debido a su anillo aromático, así como su radical, puede ser absorbido 

con gran facilidad y su acumulación es letal (ATSDR). 

1.1.4. Características del suelo contaminado con petróleo 

Características como la porosidad, pH, conductividad eléctrica, carbono orgánico, 

capacidad de intercambio catiónico, textura y retención de humedad influyen en el 

comportamiento del petróleo con el suelo (Castellanos et al., 2015). La cuantificación de 

hidrocarburos totales de petróleo (TPH) en zonas de derrames, es fundamental en el 

análisis de vulnerabilidad de los suelos y la biodegradabilidad. En medios porosos el 

método de Soxhlet es el más usado para conocer la concentración de productos derivados 

de petróleo (Serrano et al., 2013). 

1.1.5.  Diversidad microbiana en sitios contaminados con petróleo o sus 

derivados 

La detección e identificación de diversidad bacteriana ha permitido realizar estudios para 

el aprovechamiento de sus metabolitos o de su actividad metabólica, con el fin de obtener  
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beneficios en diferentes procesos biotecnológicos (Leyva et al., 2015), se considera que 

la gran diversidad de estos microorganismos depende de dos razones fundamentales: la 

primera debido a la rápida evolución y la segunda debido a su capacidad de adaptación 

(Capello et al., 2000). Las bacterias contribuyen en procesos industriales, procesos 

biotecnológicos, procesos simbióticos y algunas son protagonistas en ciclos de la 

naturaleza, contribuyendo de diferentes maneras al beneficio del ser humano (Letosa, 

2000).  

A causa de su capacidad de adaptación y crecimiento en ambientes extremos o tóxicos, 

los diferentes estudios en su diversidad han contribuido en gran parte al desarrollo de la 

biorremediación, debido que pueden producir altas cantidades de enzimas productos de 

su metabolismo, con el fin de lograr degradar desechos orgánicos tóxicos en compuestos 

inofensivos (Azubuike et al., 2016). Con esto, el interés de la industria petrolera va en 

crecimiento y se enfoca en la recuperación de suelos contaminados por derrames de 

petróleo, la utilidad de las bacterias que produce biosulfatantes es importante pues este 

compuesto es el responsable del crecimiento en medios con petróleo debido que 

disminuye la tensión superficial, logrando un crecimiento  óptimo (Sulbarán et al., 

2008). 

Entre las diferentes bacterias que se pueden encontrar en suelos contaminados con 

petróleo, generalmente se halla una gran cantidad de Pseudomonas, que son capaces de 

consumir petróleo como una fuente de carbono, no obstante, a esto no se quita la 

existencia de otros grupos de bacterias, con esa misma capacidad. La diversidad 

bacteriana también dependerá de las características físicas y químicas de los suelos, así 

como su toxicidad es decir el grado de la concentración de petróleo en su hábitat. Otros 

factores como disponibilidad de nutrientes también afectan a la diversidad (Debarati et 

al., 2005). Algunos ejemplos de Pseudomonas se enlistan en la Tabla 1. 

                                  Tabla 1  

                                   Pseudomonas degradadoras de hidrocarburos 

Nombre Bacteria 

 Pseudomona extremaustralis  

Pseudomona putida  

Pseudomona fluorescens 

Pseudomona chlororaphis  
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Pseudomona oleovorans  

Pseudomona aeroginosa  

Pseudomonas stutzeri 

 Pseudomona grimontii  

Pseudomona erytropolis  

Pseudomona alcaligenes   

Pseudomona fluorescens  

Pseudomona synxantha  

Pseudomona reactants  

Pseudomona mendocina 

Pseudomona plecoglossicida  

Pseudomona balearica  

Pseudomona moraviensis  

Pseudomona prosekii 

Pseudomona frederiksbergensis 

 

El uso de bacterias para la biorremediación de aguas, es una solución a la acumulación y 

persistencia de los hidrocarburos que afectan a estos ecosistemas, donde la presencia de 

Pseudmonas sp, es común pues posee la capacidad de eliminar metales pesados como: el 

cromo VI, compuesto peligroso para la salud de cualquier ser vivo que lo consuma 

(Otiniano et al., 2019). Bacterias de los géneros Arthrobacter, Burkholderia, 

Mycobacterium, Rhodococcus y Sphingomonas, también tienen la capacidad degradadora 

en sistemas acuáticos (Das & Chandran, 2011).  

Las poblaciones microbianas por su rápida adaptación se encuentran presentes también 

en manglares zonas que son muy difíciles de recuperar después de un derrame, debido a 

la falta de nutrientes, nitrógeno y fósforo las bacteria presentes depende de la materia 

orgánica presente en el medio y así logran controlar el flujo de nitrógeno en estas zonas, 

entre las bacterias presentes se puede encontrar: Pseudomonas aeruginosa, 

Sphingomonas paucimobilis, Pseudomonas luteola and Pseudomonas fluorescens (ruiz).  

Los aislamientos de bacterias capaces de degradar hidrocarburos y su identificación, han 

sido fundamentales en comprender el desarrollo bacteriano y su adaptabilidad en los 
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medios, para contribuir de manera beneficiosa al ser humano, sus metabolismos variables 

han reducido el contenido de hidrocarburos en zonas de derrames.  

1.1.6.  Metabolismo bacteriano  

La biorremediación una tecnología pionera en el aprovechamiento del metabolismo de 

microorganismos es decir aquellos que poseen una alta capacidad de degradación, para 

limpiar o remediar terrenos contaminados. Por lo cual el uso de sistemas biológicos es 

indispensable, de esta manera se potencia la destrucción o transformación de los 

compuestos tóxicos en otros menos peligrosos con el uso de microorganismos como las 

bacterias las cuales evitan la acumulación de residuos peligrosos para el ambiente y para 

los seres vivos (Gibson & Sayler, 1992) . 

El metabolismo es un conjunto de reacciones químicas capaces de formar biomoléculas 

necesarias para el crecimiento y desarrollo de los microorganismos, con el fin de 

mantenerlos funcionales. Es el conjunto de transformaciones químicas que modifican las 

sustancias que ingresan al organismo, proceso llevado a cabo de manera continua (A. 

García, 2012).  

El metabolismo bacteriano se divide en catabolismo y anabolismo, donde este último está 

ligado al proceso de biosíntesis, que consiste en la capacidad de la bacteria de producir 

sus propios componentes esenciales para su supervivencia, degradando lo que su entorno 

le ofrece. El carbono es uno de los principales macronutrientes necesario para las 

bacterias, así como es uno de los más abundantes dentro de las células, usado tanto en la 

biosíntesis como en la generación de energía (Varela, 2002).  

El mayor rendimiento metabólico obtenido en degradación de hidrocarburos, se obtiene 

en la fase exponencial de la cinética de crecimiento, pues en esta fase las bacterias son 

capaces de metabolizar y mineralizar el contaminante a 𝐶𝑂2 𝑦 𝐻2𝑂  (Alexander, 1994). 

Generalmente las bacterias metabolizan los hidrocarburos hasta convertirlos en 

compuestos parcialmente oxidados los cuales son fáciles de incorporar en ciclos 

biogeoquímicos (Gómez et al., 2008). En algunos casos la degradación de los 

hidrocarburos se ve limitado por su hidrofobicidad, por lo cual algunas cepas producen 

biotensioactivos permitiendo así la asimilación (Das & Chandran, 2011). 

Compuestos de baja hidrofobicidad como los alcanos lineales de cadenas cortas son 

metabolizados a través de la ruta de β-oxidación produciendo alcohol como intermediario, 
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mientras que alcanos de cadenas largas (C >40) son más hidrofóbicos y requieren de más 

tiempo para ser metabolizados (DeLaune & Wright, 2011). Los compuestos más 

difíciles de metabolizar son los compuestos aromáticos pues la ruta metabólica para su 

degradación depende principalmente del número de anillos que poseen, comúnmente son 

degradados por la ruta de los ácidos tricarboxílicos después de un proceso de oxidación 

(Das & Chandran, 2011).  

Estudios realizados por (Rojas et al., 2010), muestran que las cepas aisladas de suelos 

con hidrocarburos, tienen la tendencia a generar ácido indolacético, de manera que esta 

lleva a comprobar la existencia de una alta actividad enzimática. Las bacterias usadas 

para la biorremediación de suelos contaminados por petróleo y sus derivados, poseen 

características especiales entre estas: su alta capacidad de soportar pH ácidos provocados 

por la presencia de los hidrocarburos, convirtiendo así a la biodegradación de estos 

compuestos en un proceso lento. A pesar de la escasa humedad, que se pueden encontrar 

en estos suelos la viabilidad de estas cepas se mantiene, pues son capaces de provocar 

una variación en la composición de los ácidos grasos presentes en la membrana evitando 

así su deshidratación y cambios estructurales bruscos que produzcan su muerte (Gómez 

et al., 2008).  

La susceptibilidad de los hidrocarburos para su degradación esta dado en base a sus 

estructuras donde se puede encontrar: alcanos, alquenos y alquinos como estructuras 

simples y en casos de ser ramificados aumenta la complejidad de los procesos de 

degradación, en el caso de los compuestos aromáticos varía dependiendo de su peso 

molecular, pues algunos llegan a ser muy elevados y por su complejidad estructural su 

degradación es un proceso lento (Das & Chandran, 2011).  

1.1.7. Metabolismo bacteriano de hidrocarburos saturados  

La degradación de alcanos está delimitada por su estructura, donde la longitud de su 

cadena carbonada dependerá la rapidez del proceso degradativo. Muchas cepas 

microbianas tienen la capacidad de desarrollarse en medios ricos en alcanos y 

consumirlos como fuente de carbono (Janssen et al., 2001). 

La degradación de alcanos es un proceso de oxidación, inicialmente por la acción de una 

monooxigenasa lo convierte en un alcohol primario y continuara hasta llegar a ser un 

aldehído y posteriormente un ácido carboxílico, con el fin de generar ácidos grasos que 
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ingresaran a la ruta de β-oxidación obteniendo como producto final acetil- CoA. En los 

alcanos cortos el alcohol obtenido puede ser una cetona que se oxida hasta convertirlo en 

un éster y posteriormente llegar a la obtención de un ácido graso y continuar en la ruta de 

la β-oxidación (Van Beilen et al., 2003).  

La activación de alcanos de cadena corta se da de manera terminar o subterminal, aunque 

en algunos casos los alcanos de cadena larga pueden ser activados de la misma manera, 

esta oxidación se presenta sobre todo en especies del género Penicillium, Bacillus y 

Pseudomonas. En caso de la oxidación subterminal la enzima monooxigenasa convierte 

al alcano en alcohol secundario que posteriormente se convierte en un éster y así obtener 

el ácido graso que ingresara en la ruta de β-oxidación (Grossi et al., 2008). Pocas 

bacterias degradan anaeróbicamente los alcanos, esto a través de la adición de fumarato.  

Los cicloalcanos, forman parte del grupo de hidrocarburos saturados, debido a sus 

estructuras rígidas y simétricas, su densidad y punto de ebullición son elevados a 

diferencia de los alcanos, propiedad que les permite tener atracciones intramoleculares 

más efectivas. Esos son degradados al igual que los alcanos de cadena por la acción de 

oxigenasas, con el fin de llevarlo a ser una cadena alifática (Olguín et al., 2007). 

1.1.8. Metabolismo bacteriano de hidrocarburos insaturados  

Al igual que los alcanos las bacterias degradan los hidrocarburos insaturados de manera 

que estos lleguen a ser ácidos grasos, sin embargo, por los enlaces dobles o triples 

presentes se lo considera como compuestos más reactivos químicamente, lo que da como 

resultado reacciones extras como: epoxidación e hidratación (Bouwer & Zehnder, 

1993). A pesar de la necesidad de oxígeno para la degradación el proceso de hidratación 

de los alquenos se puede dar de manera anaerobia, mientras que en alquinos el proceso 

es similar para convertirse en una fuente de carbono y energía (Bouwer & Zehnder, 

1993) .  

Algunas cepas bacterianas han demostrado que la degradación de alquenos y alquinos de 

manera anaerobia es extremadamente efectiva pues el producto obtenido es la formación 

de alcoholes y ácidos grasos con el mismo número de carbonos que poseía el sustrato 

inicial y con ramificaciones, lo que demuestra que los productos obtenidos son los 

mismos que en presencia de oxígeno. Pocos estudios en bacterias reductoras demuestra 



11 
 

que los alquenos son convertidos en cetonas para seguir un metabolismo nuevo que no se 

conoce en su totalidad (Grossi et al., 2008). 

1.1.9. Metabolismo bacteriano aerobio de hidrocarburos aromáticos  

La degradación de compuestos aromáticos varía dependiendo de la complejidad de las 

estructuras, es decir, por la cantidad de anillos presentes, debido a esto las bacterias se 

enfocan en la ruptura de los anillos llevada a cabo por enzimas degradativas que trabajan 

conjuntamente con moléculas de oxígeno (Das & Chandran, 2011).  

La mayoría los hidrocarburos aromáticos son agrupados como HAPs, este grupo está 

constituido por varios compuestos los más conocidos son el benceno, xileno, tolueno y 

etilbenceno (TBEX), los cuales son considerados como contaminantes orgánicos 

altamente perjudiciales debido a su alta toxicidad para el ambiente y salud humana. La 

degradación microbiana de los compuestos aromáticos depende de las condiciones 

ambientales, el número y el tipo de microorganismos, así como la naturaleza química del 

compuesto (Haritash & Kaushik, 2009). Existen dos tipos de rutas principales para su 

degradación, las rutas clásicas y las rutas híbridas. 

• Ruta clásica 

La mineralización es un proceso adecuado para transformar hidrocarburos aromáticos en 

compuestos menos complejos logrando tener como productos 𝐶𝑂2 y 𝐻2𝑂, a través de un 

proceso netamente aerobio, por la transferencia de  grupos hidroxilos (Loera et al., 2016). 

Las bacterias trabajan en la degradación de estos compuestos a través de la oxidación de 

las moléculas para formar dihidrodioles que por ataque enzimático orto o meta podrán 

formar varios compuestos intermediarios, como: catecol o protocatecuato, que entrarán a 

la ruta de los ácidos carboxílicos (García & Aguirre, 2014), una vez obtenidos este anillo 

puede ser abierto por la acción de un dioxigenasa o monooxigenasa, proceso conocido 

como vías bajas y tiene como resultado llegar a la obtención de succinato (Loera et al., 

2016). La degradación aerobia de compuestos aromáticos está basada principalmente en 

la participación de oxigenasas que adicionan moléculas de oxígeno al anillo aromático y 

con una dehidrogenación obtener el catecol o el protocuatenol, uno de los grupos más 

efectivos es esta degradación son las del género Rhododoccus (Ortega, 2010). 

• Rutas híbridas 
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Estas rutas mantienen características de catabolismo aerobio y del catabolismo anaerobio, 

y busca transformar los sustratos a derivados del acetil CoA por medio de un proceso de 

tioesterificación ejecutado por enzimas ligasas CoA, la ruptura del anillo se da por la 

desestabilización de la densidad electrónica de la estructura aromática (Rinken et al., 

1991). Existen gran cantidad de vías periféricas dependiendo del sustrato, todas con la 

finalidad de transformar el sustrato a benzoil-CoA, para que sea ingresado en la vía central 

de la degradación (J. Heider & Fuchs, 1997). 

Es importante mencionar que algunos compuestos halogenados presentes con los 

hidrocarburos de cualquier tipo y su eliminación se puede dar en el proceso de 

degradación y en algunos casos pueden funcionar como aceptores de electrones, por lo 

cual no solo la molécula de oxígeno puede funcionar como aceptora de electrones 

(Janssen et al., 2001). 

1.1.10. Metabolismo bacteriano anaerobio de hidrocarburos  

Mucho tiempo se pasó sin saber si el metabolismo de las bacterias podría llevarse a cabo 

en medios sin oxígeno hasta 1980, se descubrió que la degradación de hidrocarburos no 

se lleva de manera estricta por bacterias aerobias, sino que también podía ser llevada a 

cabo por bacterias anaerobias. Este tipo de bacterias, usan compuestos como: nitrato, 

hierro o sulfato como receptores de electrones y así llevar acabo procesos anaerobios de 

degradación, muy diferente al que participan las oxidasas en las rutas metabólicas 

anteriormente expuestas (Widdel & Rabus, 2001). Este metabolismo bacteriano busca 

transformar a los hidrocarburos en compuestos más simples como alcoholes secundarios, 

así como usar procesos de carboxilación (Janssen et al., 2001). 

La degradación de compuestos aromáticos sin presencia de oxígeno se basa en degradar 

los sustratos a intermediarios centrales los cuales ingresaran a una vía central para la 

ruptura del anillo por reducción de electrones, el intermediario más común es el Benzoil- 

CoA, que se reduce a dieno cíclico con ayuda de ATP necesario para la activación de la 

enzima Benzoil-CoA reductasa y el producto obtenido será el ciclohex-1,5-dieno-1-

carboxil-CoA que se oxida a acetil CoA, a través de una ruta modificada de β- oxidación 

(Johann Heider et al., 1998). La degradación de alquenos también es un proceso que 

puede ser llevado a cabo en usencia de oxígeno, donde el alqueno se hidrata por la 

presencia de agua en el medio para convertirse en un alcohol y seguir una ruta similar a 

la aerobia (Bouwer & Zehnder, 1993).  
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1.1.11.  Bases de datos, información genética y proteica 

A través de los años la recopilación de información acerca de muchos microorganismos 

es un hecho que colabora en el análisis de esta información para su uso en otros fines. 

Varias plataformas reúnen la información dado lugar a la aparición de bibliotecas como 

el Centro Nacional para la Información Biotecnológica (NCBI) que desde su aparición en 

1988 alberga información de biología molecular, con la ventaja que en actualidad cuenta 

con herramientas bioinformáticas de uso público y gratuitas. El Banco de Datos de 

Proteínas, maneja información de estructuras tridimensionales de proteínas y ácidos 

nucleicos de todo tipo la mayoría de estos datos obtenidos mediante cristalografía de 

rayos X.    

La información genética de las bacterias se encuentra contenida en la molécula de ADN, 

el material genético, se encuentra disperso en toda la célula pues estas carecen de núcleo 

y posee una forma circular cerrada por un enlace covalente (Betancor et al., 2002). El 

tamaño de esta doble cadena varía dependiendo de la especie en un rango de 0,58 

megabases hasta 10 megabases (Latorre & Silva, 2013). Debido que las bacterias 

carecen de histonas el material genético que poseen no se compacta en nucleosomas, pero 

lo logran a través de un proceso denominado como superenrollamiento (Betancor et al., 

2002). Algunas bacterias cuentan con ADN extracromosómico (plásmidos), el cual no 

posee un función esencial dentro de la célula (Betancor et al., 2002). 

El uso del genoma para la clasificación de los organismos, incluyó el desarrollo de varios 

métodos para la obtención de las secuencia de ácidos nucleicos, convirtiendo a la 

caracterización genotípica en de las principales herramientas para conseguir la llamada 

taxonomía molecular (Uad, 2012) y con ello la aparición de mapas genéticos. Los 

genomas completos de bacterias pueden ser secuenciados en pocas semanas con la 

tecnología adecuada y los resultados obtenidos permiten el estudio de varios procesos 

celulares e incluso en un análisis de la evolución de los organismos con la construcción 

de árboles filogenéticos (Orellana, 2002).  

1.1.12. Secuenciación de péptidos  

Existen varios métodos que permiten conocer la secuencia de aminoácidos y el orden de 

encadenamiento de estos, los más usados son: el método Sanger, reactivo de Edman y 

espectrometría de masas (Sancho, 2019). Varias enzimas, tanto de interés industrial como 
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académico, han pasado por el proceso de secuenciación y sus resultados han sido 

publicados en varias bases de datos públicas (Bernal et al., 2006). 

• Reactivo de Edman: Debido a la fiabilidad que produce a partir del aminoácido 

30 detectado, en la actualidad no es tan utilizado. Este reactivo separa el 

aminoácido N-terminal del resto del péptido y lo derivatiza para su detección, lo 

que permite la secuenciación por ciclos de separación y posteriormente la 

identificación por cromatografía (Sancho, 2019). 

• Espectrometría de masas: Este método fue incluido en el estudio de biomoléculas 

en los años 70 y en la actualidad en un método muy útil. La herramienta de mapeo 

de masa péptida, busca dividir a la proteína en péptidos de tamaño medio y 

determinar sus masas y así compararla con datos ya obtenidos en bases de datos, 

la masa de un péptido es determinada por la masa de los aminoácidos que la 

conforma. Este proceso actualmente es automatizado, por un conjunto de 

programas informáticos (Abián et al., 2008). 

• Método Sanger: Este método, se basa en la ruptura de la proteína en sitios 

específicos, con el fin de obtener un péptido de tamaño adecuado, los cuales serán 

separados por cromatografía. Se determina el orden de encadenamiento debido, 

que los péptidos de un mismo conjunto de secuencias se solaparán con las de otro 

grupo (Sancho, 2019).   

 

1.1.13. Filogenia  

El término filogenia aparece en el año de 1866 propuesto por Ernst Haeckel y deriva del 

griego filo (raza) y genea (generación). Es considerada la rama de la biología que hace 

énfasis en la evolución a través de los años e intenta agrupar las similitudes entre estos 

para definir especies o ancestros  (Hug et al., 2016). La filogenia microbiana, apareció 

entre los años 1960 - 1970 y con esto los árboles filogenéticos basados en las secuencias 

de ADN y de algunas proteínas importantes (Van Dyke, 2008). 

Desde el descubrimiento de las bacterias la taxonomía se ha asociado con la filogenia 

pues la clasificación fenotípica y molecular han permitido el análisis de varias 

características, de manera que una bacteria es colocada en un orden jerárquico 

ascendentemente de acuerdo al grupo donde se la asocie, a través de los años va 
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agrupándose en otras categorías, debido a los avances investigativos y tecnológicos 

(Otero, 2017). 

1.1.14. Árboles filogenéticos  

Un árbol filogenético es una representación de la evolución de una especie, genes o 

población, donde cada uno de los nodos que conectan las ramificaciones muestran la 

variación que han tenido los linajes en el tiempo, marcando así la relación evolutiva de 

los organismos o estructuras (Sadava & Purves, 2008). Este diagrama evolutivo busca 

conectar las ramificaciones con un ancestro en común, de manera que muestre la 

divergencia de las secuencia de ADN por mutaciones y por tanto de estructuras proteicas 

(Sosa, 2009). 

La construcción de árboles filogenéticos agrupa datos moleculares y fenéticos según el 

caso de estudio para definir la distancia evolutiva hasta el ancestro en común, en este caso 

existen principalmente cuatro métodos de inferencia filogenética, los cuales son: Máxima 

Parsimonia (MP), Maximum Likelihood (ML), Inferencia Bayesiana (IB) y  Neighbor-

Joining (NJ), este último es el más utilizado (Peña, 2011). El método Neighbor Joining 

permite la construcción de árboles filogenéticos a partir de datos de distancia evolutiva 

partiendo de la formación de pares de OTU´S (Saitou & Nei, 1987).  

El alineamiento de secuencias es una herramienta bioinformática que se basa en 

determinar el parentesco de dos o más secuencias de nucleotídicas, con el fin de 

determinar el parentesco entre bacterias (Chaves et al., 2010). Zuckerland y Pauling 

(1962), proponen que para cada gen o proteína su tasa de evolución es aproximadamente 

constante, hipótesis que es soportada por Dickerson (1971), con su estudio en proteínas 

que afirma que haya cambios en los aminoácidos en el tiempo de divergencia en 

diferentes organismos, a lo que se define como la hipótesis del reloj molecular. La 

predicción filogenética con las secuencias implica un estudio de relaciones evolutivas 

desde distintos campos (Santamaría, 2020).   
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                       Figura 1                          

                       Tipos de árboles filogenéticos de diferentes OTU´s 

  

Tomado de  (Crisci & López, 1983) 

1.1.15.  Aplicaciones de las secuencias de genomas  

Las secuencias de genomas y la construcción de árboles filogenéticos no solo delimitan 

los taxones entre especies, también contribuye en análisis más complejos orientados al 

estudio del metabolismo bacteriano y de otros organismos (Orellana, 2002). Este tipo de 

datos también están ligados a enfoques como: la taxonomía polifásica y aplicaciones 

como:  

• Pangenoma, se enfoca al estudio global de genes en un taxón bacteriano 

específico. 

• Sesgo en el uso de codones, tiene como fundamento principal la degeneración del 

código genético para producir aminoácidos. 

• Sintenia, una de las aplicaciones más útiles analiza las relaciones entre bacterias 

y los genes que comparten a través de su evolución en el tiempo. 

• Genómica funcional, su utilidad radica en las relaciones entre los genes y sus 

productos (Arroyo, 2019). 

1.1.16.  Genómica funcional 

La genómica funcional, es una herramienta comparativa de las funciones genéticas de un 

organismo, es decir, la relación entre los genes y sus productos, proporcionando una 

visión general del metabolismo y de los procesos reguladores de las bacterias, de esta 

manera se busca tener como resultados los perfiles metabólicos de un organismo (Arroyo, 
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2019).  Se ha demostrado que los árboles filogenéticos orientados a las rutas metabólicas 

proporcional información más compleja y precisa acerca de la evolución debido que 

considera los diferentes saltos evolutivos de los genes en el tiempo (Laissue, 2011). La 

genómica funcional, usa los genomas completos de las bacterias para los análisis, debido 

que muchos de los productos de los genes proporcionan características únicas al 

organismo (Guevara, 2006).  

1.1.17.  Enzimas en el metabolismo  

Las enzimas son biomoléculas proteicas encargadas de acelerar la velocidad en los 

procesos metabólicos, sus funciones varían de acuerdo a sus estructuras y al centro activo, 

pues de este dependerá el acoplamiento con el sustrato. El plegamiento de las enzimas 

depende de la secuencia de aminoácidos e influye directamente en la función a cumplir 

por esta (Ramírez, 2014).  

En las rutas metabólicas existe la participación de una gran cantidad de enzimas que al 

actuar en conjunto regulan el metabolismo celular, por tanto, las vías enzimáticas, es 

importante mencionar que un producto generado tiende a ser usado por la siguiente vía 

enzimática de ser necesario (Aldabe, 2011). El estudio de la estructura, plegamiento y 

funciones de una enzima es fundamental en el momento de conocer el papel que aporta 

en una ruta metabólica, una estructura tridimensional puede variar según su complejidad 

de la enzima y del plegamiento, esta última es producto del conjunto de varios de enlaces 

covalentes (Fersht, 1980) .  

Estudios como de López, 2013, demuestran que las enzimas están relacionas con la 

distribución geográfica de las especies, pues factores como la temperatura, pH afectan a 

ciertas enzimas, mientras en otras las regula para cumplir su función en rutas importantes. 

Al adaptarse un organismo a ciertas condiciones las enzimas también lo logran, 

permitiendo que la enzima evolucione su estructura para mantener sus funciones (López, 

2003) . 

Las enzimas pueden catalizar una gran cantidad de reacciones similares en diferentes 

especies de un mismo dominio, esto debido a que su objetivo principal es la regulación 

de la célula (Fersht, 1980). Ramas como la proteómica desde su aparición en 1994 se 

encarga de analizar grupos de proteínas que se expresan teniendo en cuenta factores 
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externos y el genoma, así permite determinar las relaciones estructurales entre enzimas y 

las reacciones metabólicas llevadas a cabo por una célula (Torrades, 2004). 

1.1.18. Oxigenasas 

Las oxigenasas juegan un papel fundamental en los diferentes metabolismos de las 

bacterias, estas enzimas son capaces de oxidar sustratos complejos, a través de la adición 

de uno o dos átomos de oxígeno molecular, al ser enzimas oxidoreductasas varios estudios 

apuntan a la obtención de resultados exitosos en la reducción de hidrocarburos (Carrillo, 

2019).   

Las oxigenasas participan en la degradación de compuestos xenobióticos y son enzimas 

de alto interés industrial, su participación en la degradación de alcanos, alquenos y 

alquinos es fundamental, así como también en la degradación de compuestos aromáticos 

que es un proceso complejo (Ortega, 2010), las dioxigenasas poseen un rol altamente 

importante para la ruptura de los anillos y por tanto para la degradación de compuestos 

aromáticos policíclicos (Carrillo, 2019). 

La alta especificidad de las oxigenas a ciertos sustratos y su versatilidad, han permitido 

que estas enzimas logren eliminar compuestos extremadamente complejos, usualmente 

estas enzimas poseen un centro activo que contiene un elemento metálico para lograr los 

estados de oxidación. Se pueden dividir en monooxigenasa o dioxigenasas y dependiendo 

de sus funciones en un sustrato pueden variar (French et al., 2013). Las enzimas 

oxigenasas, se clasifican según el número de oxígenos que incorporan en el hidrocarburo 

a degradar y se conoce dos tipos: dioxigenasas y monooxigenasas, enzimas importantes 

en la degradación bacteriana aerobia (M. García & Peralta, 2008).  

• Monooxigenasas 

Las monooxigenasas son enzimas que incorporan un solo átomo de oxígeno al sustrato, 

se encuentran presentes en la degradación de compuestos aromáticos, alifáticos saturados 

e insaturados, estas enzimas se clasifican en dos subclases que varía según el cofactor, 

siendo estas: las monooxigenasas dependientes de flavina y las P450 monooxigenasas, 

donde las primeras necesitan de NADP o NADPH como coenzima y la presencia de 

flavina en su estructura le confiere su nombre, mientras que las P450 son especializadas 

en la degradación de ácidos grasos, varios alcanos y compuestos aromáticos (P. Kumar 

et al., 2010). Existen enzimas dependientes de coenzimas tal como: la pterina y de 
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algunos iones metálicos, es importante recalcar que a pesar que la mayoría depende de 

cofactores, existen aquellas que, con solo la presencia del oxígeno molecular, son capaces 

de degradar el sustrato (P. Kumar et al., 2010). 

Varias enzimas monooxigenasas han sido identificadas en la degradación de n- alcanos, 

a pesar de las variaciones existentes en los sustratos y las enzimas especificas se 

mantienen que existen similaridades (Izquierdo, 2013). Las monooxigenasa destinadas 

a la degradación de alcanos de cadena corta, se las reconoce por ser enzimas relacionadas 

con la familia de las metano monooxigenasas (MMO) (Di Martino, 2015), el tipo 

particulada a pesar de ser una enzima muy inestable de manejar a nivel de laboratorio, se 

caracteriza por tener la capacidad de degradar una gran gamma de hidrocarburos alifáticos 

e incluso aromáticos (Valdebenito, 2015). La degradación de alcanos de cadena media 

(>C14), son regulados por monooxigenasas de hierro no hemílico del tipo AlkB, 

identificado en Pseudomonas putida GPo1, también existen registro de la participación 

de enzimas de la familia citocromo P450 enzimas del grupo hemo unido a cisteína y un 

centro catalítico con histidina, la primera identificada de esta familia se denominó como 

CYP153A1 en el metabolismo de Acinetobacter sp. (Pérez et al., 2007). En la 

degradación de alcanos largos se han detectado dos enzimas: AlkMa y AlkMb 

relacionadas a la cepa de Pseudomona putida y se conoce la existencia de una tercera 

dependiente del 𝐶𝑢2+ (Izquierdo, 2013). 

• Dioxigenasas 

Las dioxigenasas se encuentran comúnmente presentes en la degradación de 

hidrocarburos con anillos aromáticos como: benceno, tolueno, naftaleno, antraceno, 

pireno y otros (Gibson & Parales, 2000). Donde se encarga de incorporar dos átomos de 

oxígeno a la estructura a catalizar, al estar presentes en el inicio de las rutas metabólicas 

son fundamentales en la dihidroxilación de los compuestos para la oxidación del núcleo 

aromático y por ende la ruptura del anillo. Estas enzimas se pueden clasificar en la familia 

oxigenasas de hierro no hemo de Riesk, que buscan la formación de areno cis-dioles, la 

agrupación de las oxigenasas generalmente se da según la correlación con los sustratos a 

degradar, por ejemplo: la familia del tolueno engloba a todas aquellas enzimas que 

degradan tolueno, benceno, isopropilbenceno, clorobencenos y bifenilo (Gibson & 

Parales, 2000). 
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1.1.19. Degradación de tolueno y benceno  

El tolueno y el benceno son compuestos de gran interés, debido a su alta toxicidad y por 

su baja solubilidad. La degradación de estos compuestos, puede ser llevada a cabo por 

varias especies bacterianas e incluso hongos, debido a la facilidad y efectividad que 

necesitan estos procesos, el uso de bacterias es más común. Pseudomonas aeruginosa es 

un ejemplo de bacteria degradadora y se ha detectado que este género es eficiente en 

periodos cortos y poseen gran capacidad en biorremediación, el tolueno puede ser 

degradado en concentraciones de 0,05 a 0,37 M a nivel de laboratorio (Rangel et al., 

2007).  

La degradación aerobia del benceno y tolueno, es llevada a cabo por monooxigenasas y 

dioxigenasas, donde la oxigenación es el paso fundamental para obtener productos más 

fáciles de eliminar. Se han reportado 5 rutas metabólicas para la degradación aerobia del 

tolueno y una de manera anaerobia, de tal forma que cada una de estas inicia con enzimas 

oxigenasas, a excepción de la anaerobia que inicia con una liasa. Las rutas aerobias han 

sido denominas como: tod, tom, tbu, tou y pTol y varían por las enzimas que participan, 

estudios específicos ha detectado los genes que codifican para cada una de las enzimas y 

las rutas metabólicas descritas en diferentes especies de Pseudomonas, entre estas: P. 

putida, P. ceparia, P. picketti, P.mendocina,P. stutzeri (Parales et al., 2000). 

El benceno, es un compuesto xenobiótico muy perjudicial para el ambiente y tóxico para 

los seres vivos, al igual que le tolueno las rutas metabólicas ha sido reportadas en 

Pseudomonas spp., existen dos rutas alternativas que buscan llegar al metabolismo central 

del catecol y posteriormente al Ciclo de Krebs, las rutas inician con la adición de O2  al 

hidrocarburo con la finalidad de producir  la ruptura del anillo, estas enzimas participantes 

es la fenol monooxigenasa y benceno dioxigenasa (Durán & Ramírez, 2013). A nivel de 

laboratorio Pseudomona aeruginosa tolera hasta concentraciones de 0,03-0,28 M, 

manteniendo una eficiencia más del 50% según reportes de Cordero, 2007.  

1.2. Objetivos 

1.2.1.  Objetivo General 

• Analizar bioinformáticamente las bacterias con capacidad de degradación de 

hidrocarburos y su mecanismo metabólico. 

 

1.2.2. Objetivos Específicos 
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• Elaborar una revisión sistemática y extensiva de las bacterias, el metabolismo y 

enzimas implicadas en la degradación de hidrocarburos. 

• Identificar el origen metabólico de las enzimas dioxigenasas y monooxigenasas 

que degradan tolueno y benceno. 

• Establecer un análisis estructural de las enzimas monooxigenasas y dioxigenasas 

presentes en las rutas metabólicas de las bacterias que degradan tolueno y 

benceno. 

1.3. Hipótesis 

1.3.1. Hipótesis nula 

Los estudios bioinformáticos (Metaanálisis, Filogenia y Análisis estructural) de las 

bacterias degradadoras de hidrocarburos y de las enzimas (monooxigenasas, 

dioxigenasas) presentes en las rutas metabólicas del tolueno y benceno, no poseen 

relación evolutiva, por tanto, no es posible la similaridad estructural entre estas. 

1.3.2. Hipótesis alternativa  

Los estudios bioinformáticos (Metaanálisis, Filogenia y Análisis estructural) de las 

bacterias degradadoras de hidrocarburos y de las enzimas (monooxigenasas, 

dioxigenasas) presentes en las rutas metabólicas tolueno y benceno, poseen relación 

evolutiva, por tanto, es posible la similaridad estructural entre estas. 

1.4. Señalamiento de las variables de la hipótesis  

1.4.1. Variable dependiente 

• Relación evolutiva. 

1.4.2. Variables independientes 

• Programas informáticos (DNA Baser Assembler, UGENE y PyMOL). 

• Archivos pdb y fasta.  
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CAPÍTULO II 

METODOLOGÍA 

2.1. Materiales, equipos y reactivos 

2.1.1. Materiales  

• Softwares bioinformáticos: 

o DNA Baser Assembler 

o UGENE 

o PyMOL 

o NCBI 

o KEGG 

o PROTEIN DATA BANK  

• Material bibliográfico  

o Libros 

o Artículos Científicos  

o Revistas Técnicas 

o Bases de datos 

2.1.2. Recursos tecnológicos   

• Computadora personal  

2.2. Métodos  

2.2.1. Metaanálisis 

Se realizó una búsqueda sistemática de bacterias degradadoras de hidrocarburos, 

basándose en la información de artículos online y de plataformas digitales (Springer, 

Dialnet, entre otras), con la finalidad de agrupar la información reportada en los diferentes 

trabajos de investigación. Con la información obtenida se creó una tabla de resumen que 

contiene: nombre de la bacteria, clase de hidrocarburo que degradan y tipo de bacteria 

por tinción de Gram, así como el metabolismo. 

El metaanálisis consistió principalmente en compilar la información más relevante acerca 

de las bacterias degradadoras de los hidrocarburos, agrupando así: las bacterias con esta 

capacidad, metabolismos usados y enzimas relevantes que participen en el proceso. La 

investigación se realizó de manera informática utilizando los recursos que nos ofrece hoy 

en día la tecnología, por lo cual parte de la investigación sistemática consistió en definir 

los hidrocarburos adecuados para enfocarse dentro del presente trabajo de investigación, 
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las rutas metabólicas implicadas y por ende las enzimas fundamentales en cada una de 

estas. Los hidrocarburos para poner en estudio se eligieron bajo los criterios de:  

I. Dificultad del hidrocarburo a degradar: se definió este criterio, con el fin de 

elucidar las contribuciones, para futuras investigaciones acerca de la eliminación 

de los hidrocarburos. 

II. Tipo de hidrocarburo (alifáticos saturados e insaturados, aromático o 

poliaromático): criterio relacionado principalmente con la estructura del 

compuesto y por ende la complejidad de su degradación. 

III. Factibilidad de degradación: la existencia de investigaciones pasadas, dentro de 

este ámbito y por ende la existencia de rutas metabólicas. 

IV. Ruta metabólica usada: existencia de información y las posibilidades de 

contribuir con cosas nuevas, de relevancia a futuro.   

Se definió al tolueno y benceno como los compuestos de estudio y se procedió a recopilar 

la información adecuada para los análisis posteriores, la primera parte costa de las rutas 

metabólicas, para lo cual se usó la base de datos de KEGG, la cual posee una colección 

de genomas, rutas enzimáticas y químicos biológicos. Una vez realizada la búsqueda 

correspondiente se obtuvo las rutas metabólicas existentes para cada hidrocarburo 

(tolueno y benceno), con esto se procedió a la selección de las enzimas que forman parte 

del análisis bioinformático, bajo los criterios de:  

I. Importancia de la enzima en la ruta metabólica. 

II. Actividad enzimática (basándose en trabajos reportados). 

                                       Figura 2                                         

                                       Base de datos KEGG 

 
Nota. Tomado de página principal de KEGG 

 (https://www.genome.jp/kegg/pathway.html) 
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Es importante mencionar, que existen gran variedad de enzimas, pero también se enfocó 

en que estas sean monooxigenasas y dioxigenasas, debido a la importancia que poseen 

dentro de la degradación de hidrocarburos, escogiendo un total de 7 enzimas. 

2.2.2. Filogenia de las enzimas 

La filogenia busca conocer el origen de las enzimas y la comprensión de su evolución en 

el tiempo, para lo cual se definió la base de datos de National Center for Biotechnology 

Information (NCBI), como la plataforma adecuada para la obtención de las secuencias de 

aminoácidos de las enzimas. Realizada la búsqueda, se seleccionó la secuencia, donde 

debido al número de resultados obtenidos, se filtraron en base a la necesidad del 

investigador; para este estudio se tomó en cuenta la bacteria a la que pertenecía y su 

capacidad de degradar hidrocarburos.  

Se descargó las secuencias seleccionadas mediante el menú “Send to”, el cual permite 

escoger el destinatario y el formato de descarga, en este caso “FASTA”, el proceso se 

realizó para cada una de las enzimas escogidas. Se procedió a realizar un BLAST, con las 

secuencias obtenidas, proceso que consistió en: 

• Ingresar a la herramienta de Blast que ofrece el NCBI. 

• Seleccionar la opción “Protein BLAST”. 

• Subir el archivo FASTA, en la opción “Upload file”. 

• Ejecutar el BLAST (configuraciones predeterminadas). 

• Obtenido el BLAST, seleccionar “Download All”. 

• Escoger el formato “XML”. 

                             Figura 3                        

                            Web BLAST de NCBI 

  

Nota. Tomado de página de NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) 
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El análisis BLAST, se usó para elaborar los árboles filogenéticos, de manera que cada 

uno de los resultados fueron tomados en cuenta. Se tomó cada una de las secuencias 

similares reportadas en el BLAST y se procedió acceder a la base de datos del NCBI, con 

los códigos de acceso (Accession) presentes en el BLAST. Se repitió el proceso de 

descarga de la secuencia de aminoácidos, antes mencionada, manteniendo el formato 

FASTA. Cada BLAST dio un resultado de máximo 100 secuencias aminoacídicas de 

bacterias, por tanto, se descargó un aproximado de 100 secuencias por cada archivo 

obtenido anteriormente. 

Las secuencias, se unieron en un solo archivo mediante el programa DNA Baser 

Assembler, por defecto el archivo de salida es tipo “XML, por lo cual se usó el programa 

UGENE, para transformarlo en formato “FASTA”. Cada archivo unido contenía las 

secuencias del Blast y la secuencia de la enzima problema antes mencionada.   

2.2.3. Construcción de los árboles filogenéticos 

El programa UGENE, fue usado para la creación de los árboles filogenéticos, siguiendo 

los pasos: 

• Elegir la opción “Tools”. 

• Seleccionar “Multiple Sequence Alignment” y “Align with MUSCLE”. 

• Ingresar el archivo a alinear, así como la ubicación y nombre del archivo 

resultado, configurar las opciones del alineamiento. 

• Iniciar el alineamiento, con “Align”, el archivo resultado se obtuvo en formato 

“Clustal alignment file (aln.)”. 

• Seleccionar “Build Tree”, para generar el árbol filogenético. El método usado para 

la construcción del árbol es PHYLIP Neighbor Joining y el modelo de matriz de 

distancia el de Jones -Taylor-Thornton. 

• Editar el árbol filogenético, usando el menú “Tree Settings”. 
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Figura 4   

(a)Alineamiento de secuencias (b)Construcción del árbol filogenético 

 

Los árboles filogenéticos, se crearon individualmente para cada enzima, con su respectivo 

BLAST, posteriormente se agrupo todas las enzimas de acuerdo a la ruta metabólica de 

cada hidrocarburo (tolueno y benceno), de esta manera se obtuvo un árbol filogenético 

general por hidrocarburo, con la finalidad de establecer la base para el análisis del origen 

enzimático. Es importante mencionar que las secuencias utilizadas no fueron 

modificadas, es decir, se usó directamente los archivos descargados de la base de datos.  

2.2.4. Análisis estructural 

El análisis estructural, partió con la definición de las enzimas a analizar, seleccionando 5 

enzimas. Se usó la base de datos del Protein Data Bank (PDB), con el fin de obtener los 

archivos con las estructuras enzimáticas en 3D, la búsqueda de estas se realizó en la 

opción “Advanced search”, la cual permite elegir el tipo de búsqueda a realizarse, de esta 

manera se optó por la búsqueda a través de secuencias, tomando los archivos FASTA 

obtenidos en procesos anteriores, de manera que el número de resultados fue limitado. Se 

eligió la secuencia tomando en cuenta que la estructura de la enzima, satisfaga las 

necesidades del investigador y de la presente investigación. Se descargó las estructuras, 

a través de la opción “Download Files” y se seleccionó como formato “PDB”, obteniendo 

así las estructuras 3D de las enzimas de interés.                                      

                                    Figura 5 

                                  Base de datos PDB 
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Nota. Tomado de página de Protein Data Bank 

 (https://www.rcsb.org/) 

 

Una vez obtenidas las estructuras, estas fueron cargadas en el programa PyMOL, un 

programa de múltiples funciones y adecuado para el análisis del presente trabajo. Al abrir 

el programa, la ventana inicial contiene una barra de herramientas tal como se observa en 

la Figura 6., donde la opción “File”, permite abrir los archivos PDB antes obtenidos, para 

esto se seleccionó la opción “Open”, escogiendo aquí el documento correspondiente a 

cada enzima, de esta manera permite visualizar las estructuras 3D contenidas en cada 

archivo PDB. 

     Figura 6  

     Página inicial del programa PyMOL y menú 

 
Nota. Tomado de PyMOL (Lyford DeLano, 2000) 

  

Cada una de las estructuras fueron analizadas de manera individual, con el fin de localizar 

los sitios activos, uno de los puntos más importantes del análisis estructural, para esto se 
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recurrió al análisis de los artículos relacionados con las estructuras obtenidas de la página 

de PDB, una vez obtenidos los residuos que rodean al sitio activo, se procedió a 

diferenciarlos de las hojas alfa y beta de las estructuras enzimáticas, procediendo con los 

siguientes pasos: 

1. Seleccionar la opción “Display” y escoger “Sequences” (permitirá visualizar la 

cadena de aminoácidos). 

2. Seleccionar el aminoácido y dar clic izquierdo para modificar el color. 

3. Seleccionar la opción “Sticks”, tal como se muestra en la Figura 7 (a)., para 

visualizar las estructuras aminoacídicas. 

Figura 7  

Ejemplo de alineamiento estructural y opciones del menú 

 

 
Nota. a) Opciones del menú desplegada de la opción “Align”. b) Menú desplegado de Hide (H), 

opción “Sticks”. Esta figura fue obtenida usando PyMOL (http://www.pymol.org). 
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Una vez, localizados los residuos del sitio activo en cada una de las enzimas, se procedió 

a agrupar estas en una sola ventana de trabajo de PyMOL, de acuerdo a la ruta metabólica 

del hidrocarburo en donde participan. Al tener en una solo ventana las enzimas por cada 

hidrocarburo se procedió con el proceso de alineamiento estructural (Figura 7 (b).), con 

los siguientes pasos: 

1. Escoger una de las enzimas (Menú izquierdo). 

2. Seleccionar la letra A, del menú y escoger la opción “Align”. 

3. Seleccionar “to molecule (*/CA)”.  

4. Escoger la enzima con la que se va alinear. 

Una vez realizado el último paso, el programa automáticamente, realiza el alineamiento 

estructural de las enzimas de interés. Este mismo proceso, fue llevado a cabo para las 

enzimas que participan en la ruta de degradación del tolueno. Cabe recalcar que en el 

proceso se realizó un alineamiento por pares, por hidrocarburo y finalmente de manera 

general, agrupando todas las enzimas. 
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CAPÍTULO III 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

3.1. Análisis y discusión de resultados 

3.1.1. Metaanálisis 

A lo largo de la investigación realizada se observó una gran cantidad de baterías capaces 

de degradar hidrocarburos, incluyendo el tolueno y benceno. Una de las familias más 

expuestas en los trabajos de investigación son las Pseudomonas y Acinetobacter, entre 

ellas la especie de Pseudomona putida, es una especie que se ha tomado como modelo de 

estudio en el ámbito de la biorremediación, dándole gran enfoque por su alta eficacia y 

fácil desarrollo tanto en laboratorio como en campo. Reportes como los de Braibant 

(2004), afirman el uso de bacterias dentro de la biorremediación de suelos afectados por 

derrames, mientras que Di Martino (2015), reporta un listado de Pseudomonas, entre 

ellas: P. extremaustralis, P. fluorencens, P. oleovans y P. aeruginosa, cada una de estas 

cepas capaces de crecer en hidrocarburos como una fuente única de carbono.  

Los reportes en diferentes trabajos de investigación, traen a deducir que existe una gran 

diversidad de bacterias degradadoras de hidrocarburos, que aún no han sido utilizadas en 

medio in situ para reparaciones ambientales, a pesar de existir estudios de este ámbito a 

nivel de laboratorios. La mayoría de estas cepas han sido recuperadas de ambientes 

perjudicados por derrames de petróleo y han sido capaces de adaptarse por supervivencia. 

En el Anexo 1., se muestra un listado de bacterias, que se conocen degradan hidrocarburos 

(saturados, insaturados y aromáticos), dando a elucidar que las poblaciones bacterias son 

capaces de consumir los hidrocarburos sin sufrir bioacumulación, en su sistema.  

Cada especie bacteriana posee un metabolismo diferente y por ende este varía según el 

hidrocarburo (saturados, insaturados y aromáticos), cada uno de estos es metabolizado de 

manera diferente, con un mismo principio, el usar el hidrocarburo como única fuente de 

carbono para la producción de energía. Fortúrbel (2011), manifiesta que la energía 

generada por los microrganismos, resultado de su metabolismo, es de gran utilidad, 

permitiendo así su empleo en biorreactores y tecnologías enfocadas para la 

descontaminación de aguas y suelos. 

Toda bacteria degradadora de hidrocarburos cuenta con sistemas metabólicos 

especializados en esta función, permitiendo así la supervivencia bacteriana y el beneficio 

de eliminar estos compuestos perjudiciales para el ambiente. Los primeros reportes de 
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degradación de hidrocarburos de tipo saturados (alcanos), se dieron con cadenas 

carbonadas de 44 átomos, un ejemplo es: Acinetobacter capaz de degradar alcanos de 

cadena largas (C13-C44).  La degradación de hidrocarburos saturados tales como: los 

alcanos o cicloalcanos, comienza con la adicción de oxígeno en el sustrato (alcanos), 

catalizado por oxidasas, con el fin de romper las estructuras hidrocarbonadas, la Figura 

8. , muestra la ruta metabólica general que se ha tomado como modelo, para comprensión 

del proceso de degradación,  las primeras enzimas son las oxidasas, que según Van Beilen 

et al. (2003), la mayoría de estas pertenecen a la familia de las citocromo P450, enzimas 

especializadas en la degradación de alcanos.  

  Figura 8  

Ruta general de la degradación de hidrocarburos saturados de manera aerobia. 
 

 
Fuente: Van Beilen et al. (2003) 

A pesar de la existencia de una gran variedad de bacterias no se ha tenido reportes 

específicos de degradación de hidrocarburos insaturados, por lo cual Grossi et al. (2008), 

reporta que estos se degradarían de la misma manera que los saturados, usando el mismo 

principio enzimático y también se puede llevar a cabo por degradación anaerobia, como 

una de las opciones de degradación de alquenos y alquinos (Figura 9.), el resultado es 

obtener un compuesto que puedan ingresar a la β - oxidación para obtener energía para la 

célula, tal como se muestra en la Figura 9. 
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Figura 9  

Ruta anaerobia para la degradación de alquenos 

. 

 

Fuente: Van Beilen et al. (2003) 

Los compuestos aromáticos son los más complejos de degradar, debido a su anillo y el 

número de estos, lo que complica la degradación convencional como en los casos antes 

expuestos, la degradación inicia con la participación de las oxigenasas sean estas 

monooxigenasa o dioxigenasas, estas enzimas son fundamentales para la ruptura de los 

anillos aromáticos por la adicción de oxígeno y por tanto buscan ayudar a transformar los 

compuestos aromáticos a acetil CoA. 

Entre los compuestos más comunes presentes en derrames de petróleo se encuentra el 

tolueno y benceno, compuestos aromáticos de un solo anillo y estructuras similares, por 

lo cual estos fueron elegidos, para el presente trabajo. Meléndez et al. (2015), en su 

estudio enfocado a degradación de hidrocarburos aromáticos, manifiesta que varias cepas 

bacterianas pueden logran transformar el tolueno y benceno a compuestos menos tóxicos, 

estudio que se llevó a cabo en condiciones donde las bacterias fueron colocadas en un 

medio enriquecido de estos compuestos, como resultados existió un consumo es rápido y 

eficaz en condiciones de pH 7,1, apoyando así a la importancia de este trabajo para futuras 

investigaciones. Se ha reportado que en biorremediación encontrar tolueno y benceno 

como contaminantes de suelos o aguas, causado por derrames es común, por lo cual la 

presencia de Pseudomonas también acompaña este hecho, se puede decir a nivel que estas 

comunidades microbianas van en aumento el contaminante va en disminución. 

La elección del tolueno y benceno como los compuestos de estudio se basó en los criterios 

presentados, estos hidrocarburos aromáticos son complejos de eliminar y a diferencia de 

un alcano conlleva un proceso más lento y complicado, que necesita de más energía 

celular para ser llevado a cabo, Acuña et al. (1999), señala específicamente a los 
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compuestos parte de los BTEX, como compuestos altamente tóxicos y difíciles de 

controlar dentro del ambiente, varios trabajos investigativos se ha realizado alrededor de 

este ámbito y no han logrado dilucidar por completo los procesos a nivel enzimático. 

Acuña et al. (1999), menciona que un cultivo mixto de bacterias degradadoras son 

capaces de consumir tolueno y benceno a una velocidad de 0,14 y 0,44 h-1, 

respectivamente. 

A lo largo de la investigación del presente trabajo, la elucidación de las rutas metabólicas 

ha sido fundamentales para comprender el proceso con él se lograr degradar los 

hidrocarburos, resultados presentados en la Figura 10. y Figura 11., correspondiente a las 

rutas metabólicas del benceno y tolueno con las enzimas participantes, respectivamente. 

El benceno es compuesto aromático monocíclico que posee 6 carbonos y 6 hidrógenos, 

la complejidad de su degradación, está dada sus tres enlaces dobles que forman parte de 

tu estructura. Se conoce que los hidrocarburos aromáticos tienen a reaccionar por 

sustitución heterolítica, proceso que se sabe es llevado a cabo por el oxígeno para la 

desestabilización del enlace en la molécula aromática. En la Figura 10., se muestra que el 

paso principal e inicial de la degradación, es llevado a cabo por el fenol 2- monooxigenasa 

y benceno 1,2-dioxigenasa, correspondiente a una división de dos rutas metabólicas.  

Jindrová, E. (2002), afirma que las monooxigenasas cumplen su función, atacando al 

anillo directamente, con la incorporación de oxígeno, para producir la destrucción de este, 

a través de una reacción de oxidación. Mientras la dioxigenasa, ataca al anillo aromático 

para el mismo resultado, formando compuestos hidroxi-sustituidos (reacción de 

hidroxilación). Bamforth & Singleton. K. (2005)., muestra en sus estudios que la 

formación de cis-dihidrodioles es común, pues de aquí parte la obtención de 

intermediarios como el catecol, gracias a la deshidrogenación de los dioles. El catecol es 

un compuesto intermediario manejado por mineralización mediante fisión del anillo 

aromático (Bamforth & Singleton, 2005), tal como se ve en la ruta metabólica (Figura 

10.). Una vez obtenido el catecol existen tres rutas que conllevan a la formación de un 

compuesto CoA, que ingresará al ciclo del citrato, debido que busca obtener energía para 

la célula, con esta única fuente de carbono, afirma Varela (2002), que las deshidrogenasas 

son enzimas encargadas de descomponer y trabajar en conjunto con las enzimas oxidasas. 
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Figura 10  

Rutas metabólicas (aerobia) de la degradación del benceno. 

 

Nota. Se presenta las dos rutas aerobias de degradación (líneas azules y tomate) y las enzimas iniciales en 

color rojo claro. Modificado de la Base de Datos KEGG (https://www.genome.jp/kegg/pathway.html). 

El tolueno es un compuesto aromático, con un sustituyente metil en su estructura, es 

considerado monocíclico igual que el benceno, por su único anillo. En la Figura 11., se 

muestra la ruta de degradación, marcado con rojo las enzimas iniciales en el proceso de 

ruptura del anillo, al igual que el benceno la participación de monooxigenasas y 

dioxigenasas es fundamental. El proceso inicia con las oxigenasas, Bamforthet et al. 

(2005), por el ingreso del oxígeno, que ataca a los sustituyentes de la estructura (grupo 

metilo), de manera que se formará los intermediarios presentados en el resto de la ruta 

metabólica. Las dioxigenasas trabajan con dos oxígenos, el primero ingresa al anillo 

aromático y el segundo átomo se usa para la oxidación de grupo metilo, el resultado es la 

formación de compuestos 2-hidroxi-sustituidos, que a lo largo del proceso serán 

mineralizados (Bamforth & Singleton, 2005). 
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En la Figura 11., se muestra cuatro rutas metabólicas diferentes, donde las rutas señaladas 

con líneas azules son rutas entre conectadas que finalizan al ingresar a la degradación del 

xileno. Algunas de las enzimas en esta ruta metabólica cumplen funciones similares y por 

ende finalizará en la obtención de intermediarios que se agrupan en el Ciclo de Krebs, 

Bertoni, et al. (1998), menciona que el xileno comparte dos rutas con el tolueno, estas 

con denominadas como: tou y pTol, ya que las dos usan como intermediario el 3- 

metilcatecol que será transformado a piruvato acetaldehído, lo que demuestra la conexión 

de dos de las rutas, tal como se observa en el diagrama presentado en la Figura 13. La 

ruta de la mitad marcada de color azul perteneciente a la enzima tolueno dioxigenasa y 

está ligada como la ruta tod que se distingue por el complejo multienzimático y lo destaca 

de las demás rutas. En la Figura 11., se muestra inicialmente a la enzima 1.14.13.-, esta 

enzima aún no se encuentra reportada en la base de datos de KEGG, aunque Kahng et al. 

(2000), propone que esta ruta es llamada tbu y esta enzima corresponde a tolueno 3-

monooxigenasa, siendo la única enzima en participaren en la ruta, para formar el 3-

metilcatecol.   

 La ruta marcada de plomo y verde, corresponde a dos de las últimas rutas aerobias por la 

cual se degrada el tolueno, esta iniciada con la enzima tolueno 4- monooxigenasa y el 

tolueno metil monooxigenasa, que buscan la formación de benzoato como intermediario, 

la degradación del benzoato tiene como resultado final la obtención de productos que 

ingresen al ciclo del citrato. Sentchillo et al. (2000), ha descrito esta rutas en el género 

Pseudomonas y Alcaligenes eutrophus, demostrando que el proceso se lleva a cabo con 

la introducción de dos grupos hidroxilos, para  producir la reacción de hidroxilación y 

para la fisión del anillo (Carmona & Díaz, 2005). 

La última ruta descrita en la Figura 11., marcada de color tomate es la ruta anaerobia, que 

en muchas bacterias se ha demostrado que es eficaz al igual que las aerobias. Villarreal 

et al. (2014), bajo su estudio de degradación de hidrocarburos aromáticos, comprobó que 

esta ruta puede ser llevada a cabo por un gran grupo de bacterias fermentativas, sulfato 

reductoras, desnitrificantes y algunas metalogénicas. En base a la ruta metabólica se 

puede afirmar que existe una activación inicial y posteriormente se logra obtener un 

compuesto derivado de CoA y como producto final Benzil CoA, como el intermediario 

central que será degradado por la vía de pimílica o adípica, obteniendo productos más 

simples como el acetil CoA. 
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Figura 11  

Rutas metabólicas (aerobias y anaerobia) de la degradación del tolueno. 

.  

 

Nota. Se presenta la ruta anaerobia de degradación (líneas cafés) y las rutas aerobias (líneas azul, verde, 

amarillo y plomo). Modificado de la Base de Datos KEGG (https://www.genome.jp/kegg/pathway.html). 

3.1.2. Filogenia de las enzimas 

La filogenia ha sido una herramienta que aportado a innumerables avances a nivel de 

investigación y, por ende, para la comprensión de la evolución, bases de datos han puesto 

al alcance de los investigadores varias herramientas para lograr este cometido.  González 

(2016), afirma que el NCBI es una de las bases más completas en la actualidad, creada 

desde 1992 y su contenido público incluye ADN, ARNm, ADNc, secuencias y datos 

crudos, sin mencionar la información de estructuras y material bibliográfico de apoyo. 

Las secuencias obtenidas de las enzimas, presentadas en la Tabla 2, corresponden a las 

enzimas que se presentaron de rojo claro en las Figura 10. y Figura 11., tomadas en cuenta 

por el hecho de iniciar los procesos de degradación del tolueno y benceno, Aldabe (2011), 

evidencia esta idea, pues estas enzimas poseen el sitio donde se unirá el sustrato (sitio 
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activo), para formar el complejo enzima -sustrato, una vez obtenida esta reacción el 

producto continuará a lo largo de la ruta metabólica, como antes se ha mencionado.    

Tabla 2 

Enzimas seleccionas para el estudio 

  

• BLAST y filogenia 

El BLAST permite la identificación de regiones comunes o de dominios que coincidan 

con la secuencia problema (query), a través de un alineamiento con las secuencias 

presentes dentro de la base de datos (target). Cada uno de los resultados obtenidos 

variaban de porcentajes tal como se presenta en el resumen de Tabla 3., hecho que 

demuestra que existe una gran cantidad de secuencias homólogas a la de las proteínas 

problemas, del presente estudio. El archivo de resultados BLAST arrojan varios datos, 

entre ellos el E-value, por el cual será ordenado los resultados, por ende, los números más 

bajos se en contratan al final, Santamaría (2017), demuestra que el valor más pequeño, 

es tomado como un alineamiento significado, es decir, la coincidencia del query es alta 

con respecto al target. No obstante, algunas veces los falsos positivos se pueden presentar, 

debido a la existencia de proteínas homólogas.  

Enzima Código NCBI Bacteria Ruta 

metabólica 

Bencilsuccinato sintasa KGO32693.1 Desulfobulbus sp. Tolueno 

/Anaerobia 

Tolueno 2-monooxigenasa ABF08210.1 Cupriavidus 

metallidurans 

Tolueno 

Tolueno dioxigenasa ABQ79011.1 Pseudomonas putida Tolueno 

Tolueno 4- monooxigenasa AAA26001.1 Pseudomonas mendocina Tolueno 

Tolueno metil-

monooxigenasa 

CAC86827.1 Pseudomonas putida Tolueno 

Benceno 1,2-dioxigenasa WP_184065188.1 Sphingosinicella soli Benceno 

Fenol 2-monooxigenasa SSR08645.1 Acinetobacter 

nosocomialis 

Benceno 



38 
 

     Tabla 3  

     Resumen de los query cover obtenidos del BLAST 

Enzima Intervalos Query cover (%) 

Bencilsuccinato sintasa 75-100 

Tolueno 2-monooxigenasa 94 -100 

Tolueno dioxigenasa 81 - 100 

Tolueno 4- monooxigenasa 95 – 100 

Tolueno metil-monooxigenasa 39 -100 

Benceno 1,2-dioxigenasa 92 – 100 

Fenol 2-monooxigenasa 100 

 

Santamaría (2017), menciona que se puede considerar como alineamientos perfectos a 

los valores de 10100, valores que generalmente se encuentran en la parte superior de los 

resultados BLAST y son cercanos a cero, en caso de la Anexo 2., se tiene los primeros 

valores inicialmente cercanos a este tipo en los primeros resultados, incluyendo una 

secuencia del mismo nombre de la enzima (benceno 1,2-dioxigenasa), perteneciente a 

Sphingorhabdus sp., con un  query cover de 100%, donde el alineamiento muestra de  

84/164 de aminoácidos, alineados completamente, tal como este resultado a lo largo del 

Anexo 2, se observan varias coincidencias similares al ejemplo expuesto, estas 

coincidencias se podría explicar por la variedad de bacterias existentes que son capaces 

de degradar benceno y poseen la misma ruta metabólica para este proceso. 

El árbol filogenético, presentado en la Figura 12., muestra la relación de las enzimas, a 

través de la formación de las ramificaciones, donde en primera instancia tenemos que el 

benceno 1,2-dioxigenasa (amarillo), se encuentra al final y de donde parten las demás 

ramificaciones, por tanto, esta es el ancestro más lejano y común entre todas las demás 

secuencias. De esta parten dos ramificaciones, la segunda ramificación (de arriba hacia 

abajo), debido a la distancia pequeña que presenta, demuestra que esta divergencia fue 

más pronta que el primer linaje (primera ramificación). Del segundo linaje se presenta 

dos ramificaciones más que muestran que la evolución de la enzima desde este punto fue 

mucho más rápida, esto puede ser debido a diferentes necesidades a las que hayan sido 
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expuestas las bacterias a las que pertenece cada target, presentado en el árbol filogenético. 

Es importante mencionar que se usó los resultados del BLAST con un query cover ≤ 95%, 

para una comprensión más adecuada de la evolución enzimática. 

Benceno 1,2-dioxigenasa, fue purificada por primera vez en 1973, definiendo que era un 

enzima multicomponente formado por 4 proteínas y una de estas por dos subunidades, 

donde el primer componente del complejo se trataba de una ferredoxina reductasa, 

encargada de la transferencia de electrones. En la Figura 12., la enzima de código 

RYE48S15.1, pertenece a una proteína hipotética que posee una ramificación sola en el 

segundo linaje, definida por Crombie et al. (2018), esta enzima es capaz de degradar 

isopreno, un gas producido por arbusto leñosos en grandes cantidades, donde su unidad 

principal es una isopropeno monooxigenasa funcional, que trabaja de manera similar a la 

enzima benceno 1,2- monooxigenasa. El linaje que agrupa las benzoato 1,2-dioxigenasa, 

son enzimas multicomponentes, parte de la familia de las oxidorreductasa que actúa como 

donadores de electrones, a través de la incorporación o reducción del oxígeno molecular 

(BRENDA:EC 1.14.12.10, n.d.), funciones similares a la que cumple la benceno 1,2- 

dioxigenasa. Cowles et al. (2000), explicó que el benzoato puede ser degradado, 

adecuado con el regulador XylS para inducir la expresión del operón meta, ruta codificada 

por el plásmido TOL, encargado de la degradación del tolueno. Por ende, la enzima 

benceno 1,2-dioxigenasa, a divergido en el tiempo y ha conseguido adaptarse para las 

necesidades de las diferentes bacterias y en la mayoría de los casos mantener su función. 

Según el análisis para: ART38369.1, WP_11448267.1 y WP_054735150, son enzimas 

también se encuentran ligadas a la degradación de hidrocarburos aromáticos. 

Figura 12  

Árbol filogenético de los resultados BLAST vs la enzima problema (Benceno 1,2-

dioxigenasa) 
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El Anexo 3., corresponde a la enzima fenol 2-monooxigenasa y los resultados del BLAST 

obtenido muestra un solo valor de E-value de todas las secuencias, que es de 0.0, lo que 

se considera como un alineamiento perfecto, esto se puede explicar por el tamaño de las 

secuencias que conformaban los targets, pues son secuencias de lenght grandes y hay más 

posibilidades que el query, pueda conseguir tener un alineamiento perfecto en la mayoría 

de los casos. 

La construcción del árbol filogenético, se realizó tomando en cuenta todos los resultados 

obtenidos del BLAST y se presenta en la Figura 13., donde se observa que todas las 

ramificaciones derivan de la enzima código WP_192454921.1, ubicada al final del árbol, 

este se considera el ancestro común de todos los demás targets en comparación, esto 

significa que hubo un momento en el tiempo que esta secuencia enzimática sufrió cambios 

hasta obtener los diferentes linajes que se produjeron, al inicio del árbol se observa la 

separación de las ramificaciones en dos linajes completamente diferenciados pero con un 

nombre igual, en bacterias de diferentes tipos, lo que lleva a deducir que existe una 

relación en común, entre todos ellos. El ancestro en común es un componente proteico 

especializado, presentes en la mayoría de enzimas encargadas de la degradación de 

hidrocarburos, es denominado ferredoxina, las enzimas con estas subunidades 

pertenecientes a una misma familia y poseen la característica de ser proteínas de hierro y  

azufre, encargadas de la transferencia de electrones, en múltiples reacciones, en el año de 

1962 la primera enzima de este tipo fue purificada y años más tarde se conoció que el 

grupo Fe-S, era capaz de captar y aceptar electrones (Rypniewski et al., 1991).  

Se conoce que varias enzimas oxidoreductasas poseen este domino redox entre ellas la  

fenol 2-monooxigenasa. Fukuyama et al. (1989), menciona que las ferredoxinas antes 

de su actual clasificación han sufrido múltiples eventos en sus secuencias, pero 

manteniendo regiones conservadas, entre estos cambios se encuentran: duplicación, 

transposición y fusión de genes, lo que pudo haber causado su aparición en múltiples 

proteínas y por tanto su aparición en gran cantidad de organismos de diferentes especies. 

Tal como se observa en la Figura 13. la divergencia de esta proteína, ha llevado a obtener 

con el tiempo algunas de las oxigenasas de importancia dentro de la biorremediación y la 

fenol 2- monooxigenasa (amarillo), no es la excepción, por eso se observa su aparición 

en una de las ramificaciones de primer linaje a partir del ancestro en común. También de 

esta manera se logra comprender la relación directa de cada uno de los targets presentes 

en el árbol filogenético. 
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Figura 13  

Árbol filogenético de los resultados BLAST vs la enzima problema (Fenol 2-

monooxigenasa) 
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El Anexo 4., muestra los resultados obtenidos del BLAST de la enzima tolueno 2-

monooxigenasa, lo que muestra valores de E-value cercanos a cero, este BLAST no 

presenta valores muy lejanos, lo que también es notable en el rango del query cover, que 

se muestra en la Tabla 3., mientras pues el número de aminoácidos emparejados es mayor 

a 172. García (2007), manifiesta que la tolueno 2-monooxigenasa produce una adición 

de manera orto en el anillo aromático, mientras Harwood & Parales (1996), afirman que 

este tipo de desestabilización también se presenta en la ruta de fenol, así como en el 

xileno, de manera que, al cumplir esta función similar se puede explicar su relación con 

fenol hidroxilasa. También es importante mencionar que los alineamientos del resultado 

del BLAST, muestra que estos se dan en secuencias de lenght parcialmente grandes y 

todas señalan a un alineamiento de una región conservada de los targets. 

Esta enzima es conocida como tolueno orto-monooxigenasa, señalada con amarillo 

dentro del árbol filogenético (Figura 14.), el ancestro en común de las secuencias es una 

subunidad de la enzima fenol hidroxilasa, de donde parte cada una de las demás 

ramificaciones, al igual que los casos anteriores existe dos ramificaciones principales de 

donde la primera pareciera independiente de la segunda, a pesar de tener el mismo 

nombre, pudiendo ser por la enzima a la que pertenecen (fenol hidroxilasa). El ancestro 

en común posee una región conserva de la enzima fenol hidroxilasa (pfam04663) y fue 

detectada en la propuesta de una ruta nueva de p-cloroanilina donde los genes 

pcaKLMNOP, coinciden en 94% con los genes de fenol hidroxilasa (Liu et al., 2010). 

En base a los resultados se puede deducir que la enzima tolueno orto-monooxigenasa, es 

una subunidad, con secuencias conservadas de una de las subunidades de fenol 

hidroxilasa y su evolución estaría asociado a esto. 

Figura 14  

Árbol filogenético de los resultados BLAST vs la enzima problema (Tolueno 2-

monooxigenasa) 
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En la Anexo 5., perteneciente a los resultados obtenidos del BLAST de la enzima tolueno 

metil- monooxigenasa (Amarillo), tenemos los 19 primeros resultados, con un E-value de 

valores corresponden a 0.0, de manera que se puede decir que son alineamientos 

completamente significativos. En este BLAST, la mayoría de las coincidencias en el 

alineamiento se da con xileno monooxigenasa, hecho que puede ser basado en la 

afirmación de Bühler et al. (2002), quien menciona que esta enzima es capaz de catalizar 
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la oxidación del grupo metilo del tolueno y xileno, tal como se habló anteriormente este 

es uno de los pasos principales para la degradación el tolueno, también se puede afirmar 

esto debido que la subunidad 1 de esta enzima es trascrita por el gen xylM, el mismo que 

transcribe la enzima tolueno metil-monooxigenasa, de esta manera se puede explicar el 

alineamiento de secuencias con la xileno monooxigenasa.  

El árbol filogenético, presentado en la Figura 15., se usó los resultados BLAST con un 

query cover ≤ 95%, todas las ramificaciones de las secuencias obtenidas parten del 

ancestro en común, siendo una enzima alcano 1-monooxigenasa, esta enzima está 

integrado por un alcano hidroxilasa y una cadena de transferencia de electrones con dos 

proteínas: rubredoxina y una reductasa que se encarga de la transferencia de electrones  

hacia la alcano hidroxilasa para la degradación de alcanos (Van Beilen et al., 2003), se 

podría decir que la coincidencia del BLAST con tolueno metil- monooxigenasa es debido 

a la presencia de la reductasa, también presente en esta enzima, la divergencia de estas 

pudo haber sucedido y la región conservada ser la reductasa que en ambas enzimas 

cumple la misma función. 

Figura 15  

Árbol filogenético de los resultados BLAST vs la enzima problema (Tolueno metil-

monooxigenasa) 

 

En el Anexo 6., presenta los resultados del BLAST obtenidos de la enzima tolueno 4- 

monooxigenasa (amarillo), tal como se observa en la Tabla 4., los valores de query cover, 

poseen un rango muy ~100%, debido que el alineamiento del query es muy alta a las 

secuencias targets, probablemente por el lenght de la secuencia problema. Mientras que 

porcentaje de identidad no es menor a ~50.00, lo que demuestra que la similitud entre las 

secuencias es muy alta. La enzima tolueno 4-moonoxigenasa es una enzima ferredoxina, 

que logra el traspaso de electrones por el centro Rieske [2Fe-2S] (Acheson et al., 2014). 
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En la Figura 16., al inicio del árbol se observa dos ramificaciones, en donde la primera se 

encuentra sola en la parte superior del árbol y corresponde a un dominio de Rieske [2Fe-

2S] con el código WP_024536901.1, mientras que el ancestro común coincide con el 

mismo dominio perteneciente a un organismo diferente, este con el código 

WP_1832266329, ubicado al final del árbol, se puede decir que estas dos ramificaciones 

comparten un ancestro más cercano entre sí. A pesar de esto en el segundo linaje podemos 

distinguir más divergencia, entre el resto de targets, en donde en una de las 

ramificaciones, se encuentra la enzima problema (tolueno 4-monooxigenasa).  

La divergencia entre los targets en el segundo linaje, probablemente se deba a los 

resultados del BLAST, pues estos corresponden en la mayoría al domino Rieske [2Fe-

2S], que sabemos es un componente de la enzima tolueno 4-monooxigenasa, enzima que 

se caracteriza por poseer este dominio en el componente llamado ferredoxina, razones 

con las cuales podemos denotar que la secuencia conservada pertenece a este dominio y 

a través del tiempo se ha mantenido parcialmente en los diferentes organismos y ha 

evolucionado, sufriendo cambios necesarios, según la necesidad de la enzima y por tanto 

del organismo en donde esté presente. La tolueno 4- monooxigenasa, es una de las 

enzimas que está presente en diferentes organismos, por la versatilidad enzimática y sus 

múltiples interacciones proteicas y debido a su ferredoxina de tipo Rieske, puede poseer 

varias secuencias homólogas entre sí, tal como se presenta en la Figura 17. 

Figura 16  

Árbol filogenético de los resultados BLAST vs la enzima problema (Tolueno 4-

monooxigenasa) 
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El Anexo 7., corresponde a la enzima tolueno dioxigenasa (amarillo), enzima muy eficaz 

en el proceso de degradación de tolueno. Los resultados obtenidos del BLAST son 
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similares entre ellos en la mayoría de los casos, donde los E-values, son cercanos a cero 

y se tiene un alineamiento casi completo con las secuencias targets, tal como en casos 

anteriores se creó un árbol filogenético para la compresión del origen de esta enzima, por 

ende, la evolución de esta a través del tiempo, esta enzima según Yuan Lin et al. (2012), 

posee tres componentes principales entre ellos la reductasa, ferredoxidina (tipo Rieske) y 

la dioxigenasa. Para esto se ha usado los resultados con un query cover ≤ 95%, de donde 

los resultados presentados en la Figura 17., muestran que el ancestro en común 

(WP_1777134592.1), es una enzima multicomponente denominada 3- fenilpropionato 

dioxigenasa, capaz de degradar fenilpropanoato, que forma parte del metabolismo de 

compuestos aromáticos, al igual que la tolueno dioxigenasa, en la mayoría de las 

divergencias en las demás ramificaciones coincide los resultados, pues cada uno de los 

targets, poseen un ferredoxina, secuencias que pueden ser conservadas parcialmente, en 

el tiempo,  así también se puede mencionar que las dos primeras relaciones de ancestro 

en común son de enzimas similares.  

La divergencia de la enzima tolueno dioxigenasa (amarillo), con su ancestro en común se 

puede considerar algo lejana pues esta posee ancestros más cercanos con respecto a la 

enzima AAG09409.1, por ende, esta enzima llego a evolucionar a través del tiempo y 

mantiene parte de su secuencia conservada de su ancestro en común, se podría decir que 

es basado en la presencia de la ferredoxina.  

Figura 17  

Árbol filogenético de los resultados BLAST vs la enzima problema (Tolueno dioxigenasa) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



48 
 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

El último BLAST, es presentado en el Anexo 7., perteneciente de la enzima 

Bencilsuccinato sintasa, perteneciente a la ruta anaerobia en la degradación del tolueno, 

los E-values de los targets son cercanos a cero y los valores de query over, son porcentajes 

de alineamientos altos (Tabla 3.). la Bencilsuccinato sintasa, es una enzima encargada de 

adición del fumarato al grupo metilo del tolueno, es activada por el cofactor de flavina, 

posee tres subunidades α, β y γ. Leuthner et al.(1998)., menciona que la proteína glicil 

radical, posee las mismas tres subunidades y comparten homología, con la 

bencilsuccinato sintasa, así como, el opero que regula y ordena los cuatro genes que 

codifican la proteína activadora, son los mismos en las dos enzimas y su transcripción 

son inducidas por tolueno, de esta manera se explicaría su alineamiento. 
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• Filogenia enzimática por hidrocarburo 

• Benceno 

En el Anexo 9., se presenta un árbol filogenético de la agrupación de las dos enzimas 

presentes en la degradación de benceno, esta construcción se dio tomando en cuenta los 

resultados obtenidos del BLAST de las dos enzimas. Se puede observar que existe un 

ancestro en común que conecta todas los linajes, este corresponde al dominio de unión de 

hierro-azufre [2Fe -2S], con el código WP_192454921.1, anteriormente se ha explicado 

este mismo dominio como ancestro en común de fenol 2-monoooxigenasa (Figura 14.), 

que contiene 2Fe -S, en su componente ferredoxina y en la Anexo 9., coincide en el árbol 

como el ancestro en común de los targets agrupados.  

Se observa en el Anexo 9., que la enzima benceno 1,2-dioxigenasa, se encuentra alejada 

de la fenol 2-monooxigenasa, lo que muestra que la evolución de esta enzima para cumplir 

su función actualmente conocida, se dio tiempo después de la fenol 2-monooxigenasa, y 

actualmente mantienen un parentesco parcial en sus secuencias aminoacídicas. La enzima 

fenol 2-monooxigenasa se presenta en las primeras ramificaciones del ancestro en común, 

mientras que la benceno 1,2-monooxigenasa se encuentra mucho más arriba en el árbol, 

lo que da a entender que esta enzima se especializó a través del paso del tiempo, quizás 

por necesidad del organismo y hasta hoy mantiene parte de la funcionalidad conferida por 

el ancestro en común. El resto de targets se agruparon de manera que se encuentran cerca 

de las enzimas problemas, como se muestra en los árboles filogenéticos individuales 

(Figura 13. y Figura 14.).  

Las regiones conservadas para que estas dos enzimas, al ser parte de dominio Rieske 

[2Fe- 2S], puede conferirles la capacidad de degradar benceno, debido que la presencia   

de metales dentro del sitio activo, juega un papel fundamental en el traspaso de electrones, 

así como también es importante mencionar que estas dos enzimas son parte de la familia 

de oxidoreductasas, encargadas del ingreso del oxígeno hacia el anillo aromático. Los 

géneros de Shingomonas, Pseudomonas, Erythrorobacter, Pseudoxanthomonas y 

Acinetobacter, son algunos de los ejemplos de bacterias que se encuentran dentro del 

árbol filogenético como resultados del BLAST y se conoce son bacterias capaces de 

degradar hidrocarburos no solo aromáticos también alifáticos saturados e insaturados. 

• Tolueno 
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Para comprende la evolución de las enzimas degradadoras de tolueno, a través de la 

filogenia, se presenta un árbol filogenético general (Anexo 10.), construido con todos los 

resultados del BLAST anteriormente expuestos, el Anexo 10., presenta en los resultados 

que la secuencia aminoacídica perteneciente a WP_188473370.1 correspondiente a la 

subunidad de la enzima fenol hidroxilasa, es el ancestro común de las enzimas elegidas 

para el presente estudio (Tabla 3.), esta subunidad es la encargada de catabolizar el fenol 

y posee entre sus capacidades la catálisis de muchos derivados aromáticos que se 

encuentran metilados, al igual que las enzimas de estudio es dependiente de O2 y de 

cofactores como FAD e iones metálicos que ayuden en el proceso de activación del 

oxígeno, para el traspaso de electrones (Naranjo, 2017). Esta codificado por el gen dmpO 

también conocido como pheA5 y al igual que las enzimas del estudio. El árbol 

filogenético conecta todas las enzimas de estudio con el ancestro en común, mientras que 

los linajes que parten de esta a través del tiempo muestran conexión entre los ancestros 

de cada enzima. El Anexo 10., muestra que la evolución de tolueno 2-monooxigenasa con 

tolueno metil-monooxigenasa, están conectadas por ancestros en común mucho más 

cercanos que las otras enzimas, por los cual se puede decir que existe conservación de las 

secuencias. Se puede deducir que la evolución de tolueno 2-monooxigenasa es similar al 

tolueno 4-monooxigensa, a lo que en posteriores análisis se esperaría que estas dos 

enzimas muestren similitud estructural. La enzima tolueno dioxigenasa posee más 

afinidad evolutiva con la enzima tolueno 4-monooxigenasa, a comparación de las demás 

enzimas, pues tal como se observa en el árbol filogénico, poseen ancestros más cercanos.  

Cada una de las ramificaciones muestran que los resultados de los BLAST, se ven 

agrupados dentro de grupos similares. Debido que cada una de los targets, se han 

analizado anteriormente, a pesar de estar conectadas filogenéticamente por ancestros en 

común, cada enzima junto con su ancestro más lejano obtenidos de los árboles 

filogenéticos individuales, se colocan en familias diferentes. La conexión del ancestro en 

común, demuestra que existen secuencias conservadas, y por tanto, las bacterias de donde 

son recuperadas las secuencias aminoácidicas, poseerían un parezco similar entre ellas, 

por ello a pesar de la evolución en el tiempo algunas especies bacterianas de géneros 

como: Burkholderiales, Pseudomonas, Shingmonadales, Thiomonas y Alcaligenaceae, 

degradan hidrocarburos de todo tipo y poseen enzimas con funciones similares, pero 

diferentes parcialmente.  
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3.1.3. Análisis estructural 

Para el análisis estructural, se seleccionó 5 enzimas de las rutas metabólicas, teniendo en 

cuenta la importancia de estas dentro de la degradación del tolueno y benceno, se 

presentan en la Tabla 4., estas enzimas son fundamentales para el inicio de las rutas 

metabólicas y que el hidrocarburo pueda seguir su proceso de degradación, pues se 

encargan de la desestabilización del anillo y así lograr su posterior ruptura.            

         Tabla 4             

         Enzimas escogidas para los análisis estructurales 

Nombre 

Enzima  

Código (PDB) Organismo al que 

pertenece 

Ruta 

metabólica  

Benceno 1,2-

dioxigenasa 

3EN1 Pseudomona putida Benceno 

Fenol 2-

monooxigenasa 

1PN0 Cutaneotrichosporom 

cutaneum 

Benceno 

Tolueno 2-

monooxigenasa 

3u52 Pseudomona stutzeri Tolueno 

Tolueno 4-

monooxigenasa 

4P1C Pseudomona 

mendocina 

Tolueno 

Tolueno 

dioxigenasa 

4EMJ Pseudomona putida Tolueno 

 

Figura 18  

Estructuras 3D y sitio activo de las enzimas: Benceno 1,2-dioxigenasa y Fenol 2-

monooxigenasa. 
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Nota: Representación de los aminoácidos que rodean el sitio activo de las enzimas degradadoras de 

benceno, a) Enzima Benceno 1,2-dioxigenasa (amarillo), con los residuos de aminoácidos color rojo  (F216, 

H222, I324 y F366), moléculas de Fe naranja, S de color amarillo oscuro y estructuras de PE3 y MBN de 

color morado claro (Friemann et al., 2009). b) Enzima Fenol 2-monooxigenasa (celeste), residuos de color 

morado (R123, E171, D172, G186, R189, Q405 y P406), moléculas de Cl (verde) y FAD (celeste y azul 

oscuro) (Enroth, 2003).  

En la Figura 18., se muestra los residuos del sitio activo, de las enzimas de Benceno 1,2-

dioxigenasa y Fenol 2-monooxigenasa, el igual que anteriores enzimas estas perteneces a 

la familia de oxidoreductasas y sus sitios activos son regiones hidrofóbicas que facilitan 

la interacción sustrato-enzima. Estas dos enzimas pertenecen a las rutas con las que se 

pueden degradar benceno, se conoce que principalmente que la enzima fenol 2-

monooxigenasa, también se encuentra en la ruta de la degradación del fenol, conocida 

como fenol hidroxilasa y posee la función del primer paso de la degradación de este 

compuesto. 

Figura 19  

Alineamiento estructural de las enzimas 3D: Benceno 1,2-dioxigenasa y Fenol 2-

monooxigenasa. 

 

Nota: Benceno 1,2-dioxigenasa (amarillo), Fenol 2-monooxigenasa (celeste). a) Visualización del 

alineamiento de las enzimas y de los sitios activos de las dos enzimas. 

Estas enzimas, tal como se observa en la Figura 19., se produjo un alineamiento que 

muestra que las enzimas, no son muy similares entre ellas, incluso los sitios activos se 
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encuentran separados entre sí y con las secuencias se comprobó no existe alineamiento 

en los residuos cercanos al sitio activo. El valor obtenido del RMSD corresponde a 

23.137, lo que considera un valor alto, a comparación de las demás alineaciones, antes 

presentadas, esta desviación demuestra que el alineamiento sucedió en regiones 

específicas. En los resultados cuantitativos, mostro una alineación de 324 átomos de un 

matriz de 604 *652, demostrando así la falta de similitud de las enzimas, pues las cadenas 

de residuos aminoacídicos de las dos enzimas son extensas. A pesar de estos resultados, 

se sabe que estas dos enzimas son capaces de cumplir una misma función y es importante 

mencionar que a pesar de pertenecer a la misma familia enzimática, la benceno 1,2- 

dioxigenasa es un enzima de Fe no hemílico de tipo Rieske, como la enzima tolueno 

dioxigenasa y se encuentra compuesta por tres componentes: una reductasa, ferredoxina 

y un dioxigenasa (Friemann et al., 2009), mientras que la fenol 2-monooxigenasa, se 

conoce que forma parte de una de las subunidades de fenol hidroxilasa, se caracteriza por 

ser dependiente de FAD, como se observa en la Figura 18., y  los residuos del sitio activo 

serán los encargados del movimiento del FAD para el primer paso de la degradación de 

benceno (Enroth, 2003). 

Figura 20  

Estructuras 3D y sitio activo de las enzimas: Tolueno 2-monooxigenasa, Tolueno 

dioxigenasa y Tolueno 4-monooxigenasa 
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Nota: Representación de los aminoácidos que rodean el sitio activo de las enzimas degradadoras de tolueno, 

a) Enzima Tolueno 2-monooxigenasa (verde), con los residuos de aminoácidos morado claro (T201, N202, 

F205, Q228 y E231), moléculas de Fe naranja, Zn de morado y esferas de color azul claro moléculas de Xe 

(McCormick & Lippard, 2011). b) Enzima Tolueno dioxigenasa (celeste), residuos de color rojo (P44, 

K48, L153, I154, E157, R181, G238, E290 y W320), moléculas de Fe (tomate) y S (amarillo oscuro) (Yuan 

Lin et al., 2012). c) Enzima Tolueno 4-monooxigenasa (amarillo), residuos de color azul oscuro (E134, 

H137, E197, T201, N202, E228, E231 y A265), Fe de naranja y S de amarillo oscuro (Acheson et al., 

2014). 

La Figura 20., muestra cada uno de los sitios activos de las enzimas elegidas para el 

análisis estructural del presenten estudio (Tabla 4.), con respecto a degradación del 

tolueno, a diferencia de las enzimas analizadas para los árboles filogenéticos, la estructura 

3D de la enzima tolueno metil-monooxigenasa, no existe aún, por lo cual se anuló en esta 

parte del estudio. Los sitios activos de cada una de las enzimas se encuentran en regiones 

hidrofóbicas, formando bolsas de este tipo conjunto, con los residuos de aminoácidos que 

participaran en la interacción del sustrato, en donde observa también existe la interacción 

de metales, para la reacción catalítica. Ramírez (2014), afirma que todos estos elementos 

en conjunto, facilitan el rompimiento y formación de nuevos enlaces, por ende, la 

reacción catalítica que se debe llevara a cabo en este sitio.  

Figura 21  

Alineamiento estructural de las enzimas 3D: Tolueno 2-monooxigenasa y Tolueno 

dioxigenasa. 
 

 

Nota: Tolueno 2-monooxigenasa (verde) y Tolueno dioxigenasa (celeste). a) Visualización de los sitios 

activos de las dos enzimas. b) Visualización del alineamiento de las enzimas. 
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La Figura 21 (b)., muestra el alineamiento estructural de dos del enzima: tolueno 2-

monooxigenasa (fenol hidroxilasa) vs tolueno dioxigenasa, participantes en la 

degradación de tolueno, observando las imágenes se obtuvo que estas enzimas, no son 

tan similares estructuralmente, debido que su alineación fue parcial, de manera que tal 

como se dedujo en el árbol filogenético (Figura 14.) estas mantienen algo de las 

secuencias conservadas a partir de su ancestro en común, pero no poseen una cercanía 

filogenética en la evolución, por ende,  el alineamiento obtenido posiblemente se deba a 

su ancestro en común. Entre los resultados obtenidos, se presenta el RMSD (desviación 

de la media cuadrática), corresponde a un valor de 20.272, en un alineamiento de residuos 

de 930 vs 512, correspondiente a cada estructura, este valor nos muestra que la 

divergencia de las moléculas es alta, debido a que los pares de residuos alineados son 136 

átomos. En la Figura 31(a), se puede observar que los sitios activos no coinciden, a pesar 

de ubicarse cerca, por ende, la homología estructural es muy lejanas y las conservaciones 

de secuencias no se dieron en residuos del sitio activo, lo cual fue comprobado en el 

alineamiento de Pymol.  

A pesar de que las dos estructuras alineadas pertenecen al género de Pseudomonas, de 

especies específicas como se muestran en la Tabla 4., y corresponden a las enzimas 

oxidoreductasas con cavidades hidrofóbicas para acoplamiento del sustrato, no se logró 

un alineamiento completo. La Tolueno 2-monooxigenasa, es una enzima que posee una 

subunidad funcional que se encarga de transformar los hidrocarburos a alcoholes, aunque 

posee la capacidad de transfórmalos en epóxidos, según la necesidad del microorganismo,  

esta clase de enzimas poseen un centro diiron, el cual se encarga del transporte del 

oxígeno al sitio activo, para lograr la reacción catalítica, necesario para el inicio de 

catabolismo, es importante mencionar que le sitio activo se encuentra a 12 Å de la 

superficie de la enzima. Al igual que la enzima anterior la tolueno dioxigenasa es una 

enzima que consta de 3 componentes principales: una reductasa, ferredoxina (tipo Rieske) 

y una dioxigenasa (Yuan Lin et al., 2012), este mismo autor menciona que el traspaso 

de electrones sucede mucho más rápido, debido a que esta maneja dos oxígenos, en vez 

de uno solo como las monooxigenasas y de esta amanera se evita la producción de 

reacciones secundarias no deseables. Estas razones pueden ser las principales por lo cual 

la diferenciación de las enzimas, pero que en cierta manera logran cumplir una función 

para un mismo objetivo de degradar tolueno.  

 



56 
 

Figura 22  

Alineamiento estructural de las enzimas 3D: Tolueno 2-monooxigenasa y Tolueno 4-

monooxigenasa. 

 

Nota: Tolueno 2-monooxigenasa (verde) y Tolueno 4-monooxigenasa (amarillo). a) Visualización del 

alineamiento de las enzimas. b) Visualización de los sitios activos de las dos enzimas. 

En la Figura 22., se presenta el alineamiento la enzima Tolueno 2-monooxigenasa con la 

enzima Tolueno 4-monooxigenasa y tal como se ha expuesto anteriormente en el árbol 

filogenético (Figura 16.), se puede comprobar que estas dos enzimas son capaces de 

superponerse casi completamente, debido en primera instancia son enzimas 

oxidoreductasas y poseen una función similar, con la diferencia que producen la 

desestabilización del anillo en diferentes posiciones, razón que explicaría su similitud. 

Estas dos enzimas al igual que en caso anterior pertenecen al género Pseudomonas (Tabla 

4.), bacterias muy capaces de degradar tolueno con gran eficiencia y se caracterizan por 

poseer un sitio activo, con un elemento metálico, en este caso, el hierro no hemílico, así 

como poseen también un centro diiron que es encargado de reaccionar con el O2 para 

formar el epóxido. Tal como se observa en la Figura 22 (b)., los residuos del centro activo 

se encuentran alineados entre estos coinciden 4 de los residuos (T201, N202, Q228 y 

E231), marcados también en la línea de secuencias, presentada en la Figura 22 (b). El 

valor de RMDS, corresponde a 2.914, lo que permite entender que el alineamiento fue 

casi completo, en una matriz de 930 *980 pares de residuos, es importante mencionar que 

se alinearon 835 átomos, dando, así como resultado que las dos enzimas son 

estructuralmente homólogas, teniendo en cuenta que algunos pares de residuos no 

lograron alinearse. Hojas alfa y beta se observan alineadas y el valor de RMSD lo 
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confirman. La enzima tolueno 4 – monooxigenasa, se diferencia, por el sitio activo de 

tipo Rieske [2Fe-2S] /mononuclear, tal como muestra en la Figura 22 (a)., donde el hierro 

mononuclear es también coincidente en la enzima tolueno 2-monooxigenasa. 

Figura 23  

Alineamiento estructural de las enzimas 3D: Tolueno dioxigenasa y Tolueno 4-

monooxigenasa 

 

Nota: Tolueno dioxigenasa (celeste) y Tolueno 4-monooxigenasa (amarillo). a) Visualización del 

alineamiento de las enzimas. b) Visualización de los sitios activos de las dos enzimas. 

La Figura 23., muestra el alineamiento de las enzimas tolueno dioxigenasa y tolueno 4-

monooxigenasa, obteniendo un alineamiento mínimo, pues estas dos enzimas son 

diferentes en la mayoría de sus estructuras, a pesar de que esta dos se caractericen por 

poseer un centro Rieske [Fe-S], estas moléculas no lograron un alineamiento y tal como 

se observa los centros activos se encuentra en diferentes posiciones y muy alejados. El 

valor de RDMS obtenido corresponde a 28.621, lo que es un valor alto a comparación de 

los anteriores análisis, demostrando cuantitativamente que el alineamiento se dio en pocos 

pares de residuos, donde este número corresponde a 190 átomos, en una matriz de 

512*988 pares. También podemos ver que las moléculas de los metales están cercanas, 

pero no se alinean de ninguna manera de tal, podemos decir que estas ayudan a la función 

de las enzimas, pero no son tan similares estructuralmente. 
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Figura 24  

Alineamiento estructural de las enzimas 3D: Tolueno 2-monooxigenasa, Tolueno 

dioxigenasa y Tolueno 4-monooxigenasa. 

 

Nota: Tolueno 2-monooxigenasa (verde), Tolueno dioxigenasa (celeste) y Tolueno 4-monooxigenasa 

(amarillo). a) Visualización del alineamiento de las enzimas. b) Visualización de los sitios activos de las 

tres enzimas. 

Tal como se reporta en la Figura 24., se observa que las tres figuras alineadas la más 

diferente corresponde a la tolueno dioxigenasa, de manera que se podría deducir que a 

pesar de cumplir funciones similares de activación y transporte de oxígeno hacia la 

estructura del tolueno, para lograr la desestabilización este y participar en la misma ruta,  

las estructuras se diferencian, la principal razón podría deberse a que la tolueno 

dioxigenasa según Yuan Lin et al. (2012), posee los tres componentes y por ende puede 

existir diferente arreglos de los residuos conservados, con esto definir como una razón de 

la diferencia con las otras dos enzimas (tolueno 2-monooxigenasa y tolueno 4-

monooxigenasa), es importante mencionar que como estas tres estructuras pertenecen a 

un mismo género: Pseudomonas. Se menciona a lo largo del trabajo, que la enzima 

dioxigenasa cumple la oxigenación con la adición de dos átomos de oxígeno, mientras 

que cada enzima con los centros metálicos, coordinan la transferencia de electrones desde 

el centro Rieske, hacia el Fe mononuclear no hémico.  
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Figura 25  

Alineamiento estructural de las enzimas degradadoras de benceno y tolueno. 
 

 

 

Nota: Benceno 1,2-dioxigenasa (amarillo), Fenol 2-monooxigenasa (celeste), Tolueno 2-monooxigenasa 

(verde claro), Tolueno dioxigenasa (plomo) y Tolueno 4-monooxigenasa (naranja). a) Visualización del 

alineamiento de las enzimas Tolueno dioxigenasa (plomo) y Tolueno 4-monooxigenasa (naranja). b)  

Visualización del alineamiento de las enzimas Benceno 1,2-dioxigenasa (amarillo) y Tolueno 4-

monooxigenasa (naranja). c) Visualización del alineamiento de las enzimas Benceno 1,2-dioxigenasa 

(amarillo) y Tolueno 2-monooxigenasa (verde claro). d) Visualización del alineamiento de las enzimas 

Tolueno 2-monooxigenasa (verde claro) y Fenol 2-monooxigenasa (celeste). e) Visualización del 

alineamiento de las enzimas Fenol 2-monooxigenasa (celeste) y Tolueno 4-monooxigenasa (naranja). f) 
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Visualización del alineamiento de las enzimas Fenol 2-monooxigenasa (celeste) y Tolueno dioxigenasa 

(plomo). 

 Tabla 5   
Resumen de los resultados del alineamiento de las enzimas de la ruta de degradación 

tolueno y benceno. 

Alineamiento 

(Código 

Figura 23.) 

RMSD Átomos 

alineados 

a 19.2006 113 

b 9.175 41 

c 25.318 334 

d 30.741 369 

e 34.791 428 

f 15.006 100 

 

En la Figura 25., se muestra los alineamientos de las enzimas que participan tanto en la 

degradación de tolueno como en el benceno respectivamente, logrando comparar cada 

una de las estructuras, de donde como resumen cuantitativo del análisis se obtuvo la Tabla 

5., donde muestra que el valor más bajo es de la Figura 25 (b)., el cual demuestra que las 

enzimas poseen un alineamiento más notorio que los demás análisis presentados, a pesar 

de esto no se obtuvo alineamientos de los residuos del sitio activo. Como se analizado 

anteriormente todas las enzimas son de tipo  oxidoreductasas, pero los valores al alinearse 

son altos, lo que lleva a demostrar que poseen secuencias similares entre sí de manera 

mínima, por ende, a pesar de encontrarse en rutas metabólicas diferentes estas mantiene 

secuencias conservadas que contribuye a su estructura actual, estas enzimas comparten 

características y mantienen una funcionalidad muy común entre ellas lo que explicaría 

que los resultados de los alineamientos a pesar de no ser muy optimistas, si existen.  

3.2.Verificación de la hipótesis 

Los estudios bioinformáticos de las bacterias degradadoras de hidrocarburos y de las 

enzimas presentes en la  rutas metabólicas del tolueno y benceno, se realizaron con éxito 

por lo tanto la hipótesis alternativa “Los estudios bioinformáticos (Metaanálisis, 
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Filogenia y Análisis estructural) de las bacterias degradadoras de hidrocarburos y de las 

enzimas (monooxigenasas, dioxigenasas) presentes en las rutas metabólicas tolueno y 

benceno, poseen relación evolutiva, por tanto, es posible la similaridad estructural entre 

estas” se aceptan y se rechaza la hipótesis nula. 
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CAPÍTULO IV 

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

 

4.1.Conclusiones 

 

• Se analizó bioinformáticamente las bacterias con capacidad de degradación de 

hidrocarburos y su mecanismo metabólico, mediante tres estudios (metaanálisis, 

filogenia y alineamiento estructural); encontrando que varias bacterias son 

capaces de degradar todo tipo de hidrocarburos (alifáticos saturados e insaturados 

y aromáticos), debido a sus sistemas metabólicos que les permite transformar los 

hidrocarburos a compuestos más simples, sin sufrir acumulación dentro de su 

organismo. 

• Se elaboró una revisión sistemática y extensiva de las bacterias, el metabolismo y 

enzimas implicadas en la degradación de hidrocarburos, obteniendo que existen 

varias rutas metabólicas alternativas en la degradación de hidrocarburos, que 

depende del hidrocarburo, así como del organismo que lleva a cabo el proceso de 

degradación, en donde varias enzimas juegan un papel fundamental en ruptura de 

las cadenas carbonadas,  así como la ruptura de anillos en caso de los 

hidrocarburos aromáticos; donde las principales enzimas implicadas son las 

oxigenasas. 

• Se identificó el origen metabólico de las enzimas dioxigenasas y monooxigenasas 

que degradan tolueno y benceno, realizando un análisis filogenético de 7 enzimas 

en total de donde 5 enzimas son parte de las rutas del tolueno y 2 de las rutas del 

benceno, para esto se construyó un árbol filogenético con los resultados de un 

BLAST, de cada enzima,  mediante alineación de secuencias aminoacídicas, 

obtenido así los ancestros de cada análisis individual de las enzimas y la relación 

filogenética entre sí, obteniendo que todas poseen un ancestro en común. 

• Se estableció un análisis estructural de 5 enzimas monooxigenasas y dioxigenasas 

presentes en las rutas metabólicas del tolueno y benceno, a través de un 

alineamiento estructural, usando el programa PyMOL; demostrando que existen 

similitudes parciales basadas en las comparaciones estructurales de las secuencias 

aminoacídicas, así como de los residuos del sitio activo; por ende, se obtiene que 

existe conservación de secuencias entre las enzimas, por ende, se encuentran 

relacionadas entre sí, teniendo en algunos casos mayor relación estructural. 
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4.2. Recomendaciones 

• Realizar estudios in vitro, de las 5 enzimas analizadas estructuralmente, para 

obtener enzimas con mayor efectividad y capacidad, en la degradación de 

hidrocarburos, a través de la biología sintética. 

• Realizar más estudio enfocados al funcionamiento de las enzimas en otros tipos 

de hidrocarburos y su evolución a través del tiempo. 
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ANEXOS 

Anexo 1. Resumen de bacterias degradadoras de hidrocarburos   

ESPECIE HIDROCRABURO METABOLIZADO TINCIÓN/METABOLISMO CITA

Pseudomonas aeruginosa Alifaticos y aromáticos Gram - / Aerobio (Ruiz et al., 2013)

Pseudomonas luteola Alifáticos saturados   Gram - / Aerobio 

Sphingomonas paucimobilis Aromáticos Gram - / Aerobio 

Pseudomonas fluorescens Alifaticos y aromáticos Gram - / Aerobio 

Arthrobacter sp. Alifaticos saturados y aromáticos Gram + / Aerobio (García & Aguirre, 2014) 

Burkholderia sp. Alifaticos y aromáticos Gram - / Aerobio 

Methylosinus trichosporium Alifáticos saturados e insaturados  Gram - / Aerobio 

Novosphingobium aromaticivorans Aromáticos Gram - / Aerobio 

Rhodococcus sp. Alifaticos y aromáticos Gram + / Aerobio 

Bacillus subtilis Aromáticos Gram + / Aerobio 

Alcaligenes sp. Alifaticos y aromáticos Gram - / Aerobio 

 Acinetobacter lwoffi Alifaticos saturados y aromáticos Gram - / Aerobio 

Corynebacterium sp. Alifaticos y aromáticos Gram + / Aerobio 

Kocuria roseus Aromáticos Gram + / Aerobio 

Brevibacterium aurantiacum Alifáticos saturados   Gram + / Aerobio 

Aeromicrobium sp. Alifaticos y aromáticos Gram + / Aerobio 

Mycobacterium sp. Aromáticos Gram + / Aerobio 

Gordonia terrae Alifaticos saturados y aromáticos Gram + / Aerobio  (Chaillan et al., 2004)

Aeromicrobium erythreum Alifaticos y aromáticos Gram + / Aerobio 

Gordonia hydrophobica  Alifaticos saturados y aromáticos Gram + / Aerobio 

Burkholderia thailandensis Alifaticos y aromáticos Gram - / Aerobio 

Dietzia sp. Aromáticos Gram + / Aerobio 

Brevibacterium sp. Alifaticos  y aromáticos Gram + / Aerobio 

Pseudomonas stutzeri Alifaticos y aromáticos Gram - / Aerobio (Bracho et al., 2005)

Pseudomonas alcaligenes Alifaticos y aromáticos Gram - / Aerobio 

Staphylococcus epidermidis Aromáticos Gram + / Anaerobio 

Staphylococcus aureus Aromáticos Gram + / Anaerobio 

Aeromonas sp. Aromáticos Gram - / Anaerobio

Glutamicibacter mysorens Alifaticos y aromáticos Gram - / Aerobio (Pucci et al., 2010)

Bacillus atrophaeus Aromáticos Gram + / Aerobio 

Bacillus megaterium Aromáticos Gram + / Aerobio 

Bacillus pumilus Aromáticos Gram + / Aerobio 

Brevibacillus choshinensis Alifáticos insaturados Gram + / Aerobio 

Brevundimonas vesicularis Alifaticos y aromáticos Gram - / Aerobio 

Burkholderia cepacia Alifaticos y aromáticos Gram - / Aerobio 

Halomonas aquamarina Alifaticos y aromáticos --------/--------

Rothia kristinae Aromáticos Gram + / Aerobio 

Kocuria varians Aromáticos Gram + / Aerobio 

Kurthia gibsonii Aromáticos Gram + / Aerobio 

Lysobacter enzymogenes Alifaticos y aromáticos Gram - / Aerobio 

Microbacterium liquefaciens Alifaticos y aromáticos Gram + / Aerobio 

Micrococcus luteus Alifaticos y aromáticos Gram + / Aerobio 

Micrococcus lylae  Alifaticos y aromáticos Gram + / Aerobio 

Ochrobactrum anthropi Aromáticos Gram - / Aerobio 

Paracoccus denitrificans Aromáticos Gram - / Anaerobio

Photobacterium sp. Aromáticos Gram - / Aerobio 

Photobacterium angustum Aromáticos Gram - / Aerobio 

Pseudoalteromonas nigrifaciens Aromáticos --------/--------

Pseudomonas putida Alifaticos y aromáticos Gram - / Aerobio 

Psychrobacter inmobilis Aromáticos Gram - / Aerobio 

Rhodobacter sp Alifaticos saturados y aromáticos Gram - / Anaerobio

Shewamella putrefaciens Aromáticos Gram - / Anaerobio-Aerobio

Sphingopyxis macrogoltabida Alifaticos saturados --------/--------

Staphylococcus hominis Alifaticos saturados y aromáticos Gram + / Aerobio 

Achromobacter xylosoxidans Alifáticos saturados e insaturados  Gram - / Aerobio 

Vibrio diazotrophicus Alifaticos y aromáticos Gram - / Aerobio 

Vibrio fischeri Alifaticos y aromáticos Gram - / Aerobio 

Zobellia uliginosa Alifaticos y aromáticos Gram - / Aerobio 

Planococcus sp. Aromáticos Gram + / Aerobio 

Ralstonia sp. Aromáticos Gram - / Aerobio 

Alteromonas sp. Aromáticos Gram - / Aerobio 

 Klebsiella sp. Alifaticos y aromáticos Gram - / Anaerobio (Narváez et al., 2008)

Chromobacterium sp. Alifaticos y aromáticos Gram - / Anaerobio

Pseudomonas oryzihabitans Alifaticos y aromáticos Gram - / Aerobio 

Enterobacter cloacae Alifaticos saturados y aromáticos Gram - / Anaerobio

Bacillus brevis Alifaticos saturados y aromáticos Gram + / Aerobio 

Bacillus cereus Alifaticos saturados y aromáticos Gram + / Anaerobio-Aerobio

Serratia sp. Alifaticos y aromáticos Gram - / Anaerobio (Reyes et al., 2018)

Raoultella sp. Alifaticos y aromáticos Gram - / Aerobio 

Citrobacter sp. Alifaticos y aromáticos Gram - / Aerobio (LLanco & Reategui, 2018)

Agrobacterium sp. Aromáticos Gram - / Aerobio (Roger & Teresinha, 2020)

Sporosarcina sp. Alifaticos y aromáticos Gram + / Aerobio (Hernández et al., 2003)

Azospirillum brasilense Alifaticos y aromáticos Gram - / Aerobio (Severo et al., 2015)

Azospirillum lipoferum Alifaticos y aromáticos Gram - / Aerobio 

Rhodococcus erythropolis Alifaticos saturados y aromáticos Gram + / Aerobio (Acuña et al., 2010) 

Achromobacter xylosoxidans  Aromáticos Gram - / Aerobio 

Brevundimonas diminuta Alifaticos y aromáticos Gram - / Aerobio 

Marinomonas sp. Alifaticos y aromáticos Gram - / Aerobio 

Azotobacter sp. Alifaticos y aromáticos Gram - / Aerobio 

Flavobacteriaceae str. Alifaticos y aromáticos Gram - / Aerobio  (Viñas, 2005)

Labrys monachus Aromáticos Gram - / Aerobio 

Pseudoxanthomonas mexicana Alifaticos y aromáticos Gram - / Aerobio 

Sphingomonas sp. Alifaticos y aromáticos Gram - / Aerobio 

Alcaligenes defragrans Alifaticos y aromáticos Gram - / Aerobio (Nápoles et al., 2019)

Acinetobacter bouvetii Aromáticos Gram - / Aerobio 

Defluvibacter lusatiensis Alifaticos y aromáticos Gram - / Aerobio 

Klebsiella oxytoca Alifaticos y aromáticos Gram + / Anaerobio-Aerobio

Raoultella terrigena Alifaticos y aromáticos Gram - / Aerobio 

Burkholderia sp. Alifaticos saturados y aromáticos Gram - / Aerobio 

Cellulosimicrobium cellulans Alifaticos saturados Gram + / Anaerobio-Aerobio

Aeromona sp. Alifaticos y aromáticos Gram - / Anaerobio

Nocardia sp. Aromáticos Gram - / Anaerobio (Naranjo, 2017)

Flavobacterium sp. Alifaticos y aromáticos Gram - / Anaerobio

Lysinibacillus sphaericus Alifaticos y aromáticos Gram + / Anaerobio 

Brevundimonas diminuta Aromáticos Gram - / Aerobio 

Pseudomonas pseudoalcaligenes Alifaticos y aromáticos Gram - / Aerobio 

Pseudomonas oleovorans Alifaticos y aromáticos Gram - / Aerobio 

Bacillus smithii Alifaticos y aromáticos Gram + / Anaerobio 

Bacillus sphaericus Alifaticos saturados y aromáticos Gram - / Anaerobio

Serratia rubidae Alifaticos y aromáticos Gram - / Aerobio (Maposita et al., 2011)

Spirillum sp. Alifaticos saturados y aromáticos Gram - / Anaerobio

Xanthomonas sp. Aromáticos Gram - / Aerobio 

Bacillus licheniformis Alifaticos saturados y aromáticos Gram + / Anaerobio-Aerobio

Microbacterium testaceum Alifaticos saturados y aromáticos Gram - / Anaerobio (Cevallos & Niño, 2014)

Desulfatibacillum aliphaticivorans Alifáticos saturados e insaturados  Gram - / Anaerobio (Grossi et al., 2008)

Desulfatiferula olefinivorans  Alifáticos saturados e insaturados  Gram - / Anaerobio

Thauera aromatica Aromáticos Gram - / Anaerobio

Magnetospirillum spp. Aromáticos Gram - / Anaerobio

Burkholderia xenovorans Aromáticos Gram - / Aerobio (Arbelli, 2009)  
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Anexo 2. Resultados del BLAST de la enzima Benceno 1,2-dioxigenasa 
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Anexo 3. Resultados del BLAST de la enzima Fenol 2-monooxigenasa
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Anexo 4. Resultados del BLAST de la enzima Tolueno 2-monooxigenasa 
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Anexo 5. Resultados del BLAST de la enzima Tolueno metil-monooxigenasa
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Anexo 6. Resultados del BLAST de la enzima Tolueno 4-monooxigenasa
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Anexo 7. Resultados del BLAST de la enzima Tolueno dioxigenasa 
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Anexo 8. Resultados del BLAST de la enzima Bencilsuccinato sintasa 
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Anexo 9. Árbol general de las enzimas que participan en la ruta de degradación del Benceno   
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Nota: Las enzimas parte de las rutas para la degradación del benceno se marcan de amarillo y el recuadro celeste pertenece al ancestro de la Fenol 2-monooxigenasa. 
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Anexo 10. Árbol general de las enzimas que participan en la ruta de degradación del Tolueno  
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Nota: Las enzimas parte de las rutas para la degradación del benceno se marcan de amarillo y los recuadros corresponden a los ancestros de las enzimas: celeste (Tolueno 

metil-monooxigenasa), verde claro (Tolueno 2-monooxigenasa), rojo (Tolueno 4-monooxigenasa) y morado (Tolueno dioxigenasa). 
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