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RESUMEN. La aplicacién industrial de los microorganismos es una
actividad antigua que se orientaba principalmente a la produccién y
modificacién de alimentos. El conocimiento acumulado acerca de la
genética y la fisiologia microbianas, asi como el desarrollo de herra-
mientas moleculares que permiten la ingenieria genética, generaron
la posibilidad de modificar a los microorganismos para ser emplea-
dos en un amplio espectro de aplicaciones industriales que incluyen
las dreas alimentaria, farmacéutica y quimica. En este trabajo, se pre-
sentan ejemplos sobre el desarrollo y caracterizacion de cepas micro-
bianas para aplicaciones industriales especificas. Se presentan y discu-
ten las estrategias seguidas para generar cepas sobreproductoras de
compuestos aromaticos y ramnolipidos con Escherichia coli y Pseu-
domonas aeruginosa, respectivamente. Por otro lado, la contamina-
cion ocasionada por el azufre y el nitrégeno organicos presente en el
petrdleo es un problema serio en todo el mundo. En este trabajo se
comparten experiencias sobre el aislamiento, la caracterizacion y el
empleo de microorganismos autéctonos para la desulfurizacion y
desnitrogenacion de fracciones de petréleo.

Palabras clave: Control biolégico, Bacillus thuringiensis, Bacillus
subtilis, baculovirus, Paecilomyces fumosoroseus, Bauberia bas-
sian, Metarhizium anisopliael, Trichoderma spp.

INTRODUCCION

El empleo de microorganismos para la produccién de
compuestos Utiles es una actividad antigua. Estos organis-
mos han sido empleados por pueblos en todo el mundo
para la modificacién de las propiedades de algunos ali-
mentos y para la produccién de bebidas alcohdlicas. La
existencia de los microorganismos y su participacién en
transformaciones quimicas fue demostrada por los trabajos
pioneros de cientificos como Louis Pasteur y Antonie van
Leeuwenhoek. Estos y otros descubrimientos fueron la
base para el desarrollo de la microbiologia industrial. Du-
rante el siglo pasado, el conocimiento acumulado por
diferentes disciplinas, generaron el conjunto de her-
ramientas conocidas como ingenieria genética, que per-
miten la modificacién directa del material genético en
cualquier organismo. La aplicacién de estas herramientas
al desarrollo de cepas microbianas de uso industrial, ha
ampliado de forma muy importante el tipo y nimero de
productos ttiles que pueden ser obtenidos. Ahora es
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ABSTRACT. In this review we cover the biological control of in-
sects, bacteria and fungus that affect different crops. Using differ-
ent microorganism as bacteria viruses and fungus can do the bio-
logical control of these important problems. In this work we
describe with detail the mode of action of the different microorgan-
isms used to control insects and plant diseases. We also present nov-
el strategies to improve the efficiency of these microorganisms
against their targets and we present the development and produc-
tion of several formulations to be used in the fields for the biologi-
cal control of some plant problems.

Key words: Biological control, Bacillus thuringiensis, Bacillus sub-
tilis, baculovirus, Paecilomyces fumosoroseus, Bauberia bassiana y
Metarhizium anisopliael, Trichoderma spp.

posible que bacterias puedan producir proteinas humanas
para uso terapéutico, asi como enzimas y compuestos
quimicos de uso industrial. Asi mismo, ha sido posible
identificar bacterias que degradan compuestos téxicos e
incrementar esta capacidad mediante modificaciones
genéticas.

Actualmente, la industria quimica se basa en el empleo
de derivados del petréleo como materia prima. Algunos de
estos procesos tienen la desventaja de generar subproduc-
tos que pueden contaminar el medio ambiente. Esto ha
generado la necesidad de identificar y utilizar bacterias
capaces de degradar los compuestos t6xicos para con-
vertirlos en substancias inocuas. Por otro lado, al ser el
petréleo recurso no renovable, su disponibilidad serd limi-
tada en el futuro. Por estos motivos, se buscan alternativas
tecnoldgicas que permitan obtener productos mediante
procesos no contaminantes y que no dependan del petro-
leo. Una de las alternativas tecnoldgicas mds promisorias
se basa en el empleo de materias primas constituidas por
fuentes renovables de carbono como los azticares de ori-
gen vegetal. La viabilidad de este tipo de tecnologias de-
pende de la capacidad de obtener a un bajo costo azicares
a partir de material vegetal y la posibilidad de contar con
cepas microbianas modificadas para convertir eficiente-
mente dichas materias primas en compuestos ttiles.
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Los compuestos aromaticos tienen un gran nimero de
aplicaciones en las industrias quimica, farmacéutica y de al-
imentos. El aminodcido aromatico L-fenilalanina (L-Fen) es
utilizado extensamente por la industria alimentaria, re-
portandose una produccién anual mundial de 11,000
toneladas.” Este aminoécido es producido mediante sintesis
quimica, en un proceso donde se genera una mezcla racémi-
ca de los isémeros D y L, lo cual complica el proceso de pu-
rificacién.* Una alternativa a este método, es la sintesis mi-
crobiana a partir de azicares como materia prima. Sin
embargo, para que un proceso biotecnolégico como este
pueda ser viable econdmicamente, debe aproximarse a la
mayor productividad y el rendimiento posibles en la con-
version de la materia prima (glucosa), al producto deseado.

En este trabajo, se aplicaron las herramientas de la ing-
enieria de vias metabdlicas para el desarrollo y la caracter-
izacién de cepas de E. coli disefiadas para la producciéon
de L-Fen. La estrategia utilizada se bas6 en incrementar la
disponibilidad metabdlica del precursor aromético fosfoe-
nolpiruvato (PEP) y la redireccién del flujo de carbono de
la via comun de sintesis de compuestos aromaticos hacia
la via de sintesis de L-Fen. Esta estrategia fue implementa-
da empleando una cepa de E. coli que carece del sistema
de fosfotransferasa (PTS). EI PTS participa en el transporte
y fosforilacién de la glucosa, utilizando al PEP como
donador del grupo fosfato. Esta situacién limita la can-
tidad de PEP que puede ser dirigido hacia la via de sinte-
sis de compuestos aromdticos. En este trabajo, se utilizé
una cepa de E. coli previamente aislada, la cual carece del
PTS pero ha recuperado la capacidad de transportar glu-
cosa utilizando ATP como donador del grupo fosfato
(fenotipo PTS" Glucosa*).? Por otro lado, la capacidad de
dirigir el flujo de carbono hacia la via de sintesis de L-Fen
depende de que la célula contenga una versiéon mutante in-
sensible a inhibicién alostérica de la enzima bifuncional

corismato mutasa-prefenato deshidratasa (CM-PDT). Utili-
zando la reaccién en cadena de polimerasa, se amplificé
del gene pheA, el segmento correspondiente a la regiéon
catalitica de CM-PDT y eliminando el dominio involucra-
do en la inhibicién alostérica por L-Fen. La enzima mu-
tante fue mejorada en su actividad catalitica siguiendo un
esquema de evolucién dirigida. La cepa PTS™ Glucosa* y
una cepa control PTS* fueron transformadas con tres
plasmidos; conteniendo genes que codifican para una ver-
sion insensible a inhibicién alostérica de la enzima DAHP
sintasa, trancetolasa y la versién evolucionada de CM-
PDT. En condiciones de cultivo en matraz, se determind
que las cepas PTS* y PTS™ Glucosa* produjeron L-Fen con
un rendimiento a partir de glucosa de 0.21 y 0.33 g/g, cor-
respondiendo al 38 y 60% del rendimiento maximo tedri-
co (0.55 g/g), respectivamente. El rendimiento obtenido
con la cepa PTS™ Glucosa* es el mds alto reportado para la
produccién microbiana de L-Fen.! Estos resultados indi-
can que la aplicacién del fenotipo PTS™ Glucosa®* en cepas
de E. coli es una estrategia que permite incrementar el ren-
dimiento a partir de glucosa para compuestos aromaticos.
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Pseudomonas aeruginosa es una y proteobacteria que
puede ser aislada de una gran variedad de ambientes tanto
acudticos como terrestres, por lo que se ha considerado
ubicua.>® Esta bacteria es, ademds, un patégeno oportuni-
sta humano que representa un problema de salud impor-
tante ya que presenta una alta resistencia a antibiéticos'? y
es una infeccién comin en ambientes hospitalarios.” Por
otra parte, presenta una alta tasa de morbilidad y mortal-
idad en pacientes que tienen fibrosis quistica,® el padec-
imiento genético mas comun en poblaciones caucdsicas.
La produccién de gran parte de los factores de virulencia
de P. aeruginosa, al igual que la de los ramnolipidos, esta
regulado a nivel transcripcional por una intrincada red lla-
mada la respuesta sensora de quérum.?->

Sin embargo, a la vez que P. aeruginosa causa al hombre
problemas de salud, esta bacteria tiene diversas aplicaciones
biotecnoldgicas, sobre todo en el drea ambiental. Asi se sabe
que es uno de los pocos organismos capaces de degradar al-

gunos contaminantes como los alcanos de cadena ramifica-
da.'” Produce biosurfactantes?*> que son dtiles para la limpie-
za de suelos contaminados con hidrocarburos® o con metales
pesados!® y pueden ser usados en el control biolégico de
hongos zoospéricos;?* y algunas enzimas, como la lipasa.’
con distintas aplicaciones potenciales.”® P. aeruginosa, al
igual que otras Pseudomonas, produce un polimero de 4cidos
grasos, el polihidroxialcanoato (PHA), que puede ser usado
para producir plésticos biodegradables.'

Los biosurfactantes tienen una serie de ventajas sobre
los surfactantes sintetizados quimicamente, ya que no son
téxicos y son biodegradables.!! P. aeruginosa produce los
biosurfactantes ramnolipidos y sus precursores los dimeros
de 4acidos grasos (3-(3-hidroxialcanoiloxi)alcanoicos o
HAAs)?? (Fig. 1). Los principales ramnolipidos producidos
por esta bacteria son los que tienen una molécula de ram-
nosa (mono-ramnolipidos, Fig. 1) y los que tienen dos (di-
ramnolipidos, Fig. 1).
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Figura 1. Estructura de los ramnolipidos y el dcido (3-(3-
hidroxialcanoiloxi)alcanoico (HAAs). Se muestran las espe-
cies con dimeros de dcido 3-hidroxidecanoico que es la es-
pecie mds abundante.
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El sustrato de las dos ramnosiltransferasas que inter-
vienen en la sintesis de los ramnolipidos, RhIB para los
mono-ramnolipidos'3 y RhIC para los di-ramnolipi-
dos,!8 es la dTDP-L-ramnosa (Fig. 2). Este azicar acti-
vado es también un precursor del lipolisacérido (LPS)!7
y es sintetizado por las enzimas RmlA, RmIB, RmIC y
RmlD a partir de glucosa-1-fosfato (17, Fig. 2). La enzi-
ma AlgC, que también participa en la sintesis del ex-
opolisacarido alginato, convierte la glucosa-6-fosfato a
glucosa-1-fosfato.!®

La enzima RhlA (Fig. 2) usa como sustrato acidos gra-
sos de la sintesis celular, drenados del ciclo general de sin-
tesis de novo por la enzima RhlG,? o del catabolismo de
acidos grasos, para sintetizar los HAAs que son sustratos
de RhIB en la sintesis del mono-ramnolipido.!* La via de
biosintesis de los ramnolipidos estd muy relacionada con
la de PHA, ya que la enzima RhlG provee sustratos para su
sintesis (2, Fig. 2) la actividad de RhlA modifica la pro-
duccioén de este polimero (21, Fig. 2).

Debido a que la biosintesis de ramnolipidos en P.
aeruginosa es un proceso multienzimatico que usa inter-
mediarios del metabolismo primario de la bacteria, como
son la dTDP-L-ramnosa y los 4cidos grasos, y a que su via
de sintesis estd muy relacionada con la sintesis de otros
compuestos celulares (alginato, LPS, PHA), la construc-
cion de cepas hiperproductoras de estos boisurfactantes re-
queriria un enfoque de ingenieria de vias metabdlicas. Por
otra parte, ya que la expresién del operén rhlAB esta regu-
lado por la respuesta sensora de quérum, junto con diver-
sos factores de virulencia,?®25 no es facil construir deriva-

sintesis de novo acidos grasos

|

3-ketoacil-ACP

l RhIG

3-hidroxiacil-ACP —» PHA
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W dTDP-L-ramnosa + (3-(3-hidroxialcanoiloxi)alcanoatos) (HAAs)

|
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Figura 2. Ruta de sintesis de los ram-
nolipidos y HAAs.

dos que sobre expresen estas enzimas clave en la via de
sintesis de los ramnolipidos. Sobre todas estos problemas
para la construccién de cepas sobreproductoras de ram-
nolipidos esta la limitante de que P. aeruginosa es un
patégeno oportunista y no puede ser usado para la pro-
duccién industrial de ningin producto. Como un enfoque
alternativo para tener cepas que puedan ser usadas a nivel
industrial para la sintesis de ramnolipidos, se ha expresado
el oper6n rhIAB en huéspedes heterélogos.!3!* Reciente-
mente reportamos' que si se coexpresa en Escherichia coli
el operdén rhlAB y el que codifica para las enzimas de la
sintesis de dTDP-L-ramnosa (rmIBDAC), se puede obtener
una produccién de mono-ramnolipidos que no es mucho
mads baja que la producida por P. aeruginosa. La optimiza-
cién de las condiciones de cultivo y la manipulacién
genética de cepa recombinantes de E. coli que produzcan
ramnolipidos podria representar una estrategia viable para
la construccion de cepas que puedan ser usadas a nivel in-
dustrial para la sintesis de estos biosurfactantes.
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La importancia de la industria petrolera a nivel mundi-

al y en nuestro pais es indiscutible. La explotacién de los
yacimientos petroleros empezé hace un siglo y, hoy en
dia, nuestra sociedad es fuertemente dependiente del
petréleo para la produccién de energia y de materias pri-
mas para diversas industrias. Otro problema asociado al
petréleo es la contaminacién ambiental. Los derrames de
petréleo durante la extraccién, produccion y transporte de
este energético son frecuentes. Los plésticos en la actual-

idad son en gran parte producidos a partir del petréleo, su
produccién mundial excede 100 millones de toneladas al
afio y se estima que cerca de la mitad de estos plésticos se
desecha después de 2 afios de uso sin ser reciclada.’ La
produccién de gases con efecto invernadero durante la
quema de combustibles derivados del petréleo y la refi-
nacién del petréleo impacta fuertemente al medio ambi-
ente y es responsable en gran medida del cambio global
observado en nuestro planeta.
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La refinacién del petrdleo es principalmente basada en
procesos fisicoquimicos como destilacién y catdlisis
quimica que operan a altas temperaturas y presiones. Estos
procesos son muy costos a nivel energético ademds de ser
altamente contaminantes. En afios recientes se ha propues-
to que los bioprocesos podrian ser una alternativa ya que
las reacciones bioquimicas que ocurren en los microorgan-
ismos son muy especificas, operan a bajas temperaturas y
presiones ademds de que generan pocos subproductos in-
deseables.” Para poder implementar bioprocesos en la in-
dustria petrolera, es necesario poder contar con microor-
ganismos resistentes y activos en las condiciones
encontradas en la industria petrolera: medios hidrofébicos
complejos, altas temperaturas. Importantes avances ocurri-
dos en ingenieria genética, microorganismos extremofilos,
ingenieria de proteinas y biocatdlisis en medios no con-
vencionales soportan la idea de que la biotecnologia po-
dria integrarse en la industria petrolera. Los principales
campos de accién de la biotecnologia y de la microbi-
ologia petrolera se muestran en la Tabla 1.

A continuacién se comparten experiencias sobre
biodesulfuracién de diesel con microorganismos aislados
de suelos contaminados en refinerfas mexicanas y sobre la
caracterizacion de microorganismos extremofilos sulfoxi-
dantes autdctonos para la eliminacién de azufre inorgani-
CO en corrientes gaseosas.

La quema de combustibles provoca la emisidén atmos-
férica de 6xidos de azufre que contribuyen a la formacién
de lluvia 4cida y particulas contaminantes. La respuesta le-
gal a este problema ha sido la implementacién de normas
muy estrictas sobre el contenido de azufre en combusti-
bles como el diesel las cuales requieren de una reduccion
progresiva del contenido de azufre en este combustible
hasta menos de 15 ppm para el afio 2006.>* La Unién Eu-
ropea propuso que el diesel producido sea libre de azufre
en el 2011.° La hidrodesulfuracién (HDS) es el proceso fi-
sicoquimico que se utiliza actualmente para remover el
azufre contenido en fracciones de petrdleo a altas temper-
aturas (350-425°C) y presiones (10-50 kg/cm?). Los costos
de mantenimiento y de operaciéon de la HDS se incremen-
tan rdpidamente cuando la concentracién de azufre y la
complejidad de las moléculas azufradas aumenta y cuando
se requieren niveles de azufre debajo de 100 ppm. El 70%
del azufre contenido en el petréleo crudo se encuentra en
tiofenos condensados, como el dibenzotiofeno (DBT) y
sus formas sustituidas (Fig. 1) los cuales se concentran en
las fracciones utilizadas para producir el diesel. Estas
moléculas son las mas recalcitrantes al proceso de HDS.®
Este escenario ha incentivado la biisqueda de métodos efi-
cientes y novedosos que complementen en el corto plazo
o sustituyan en el largo plazo los procesos actuales de
HDS.

Dentro de este contexto, se aislaron cuatro cepas bacte-
rianas capaces de utilizar al DBT como tnica fuente de
azufre. Estas cepas fueron capaces de remover selectiva-
mente el azufre del DBT y del 4,6-dimetilDBT sin atacar
las estructuras carbonadas de estos compuestos mediante
la ya reportada ruta metabdlica “4S”, produciendo los
hidroxibifenilos correspondientes a cada uno de estos
compuestos y sulfato inorgdnico.® Aunado a ello, se logro
reducir de hasta un 60 % el contenido de azufre en diese-
les previamente hidrodesulfurados en refinerias de PEMEX
(Tabla 2). Estas reacciones fueron realizadas con células
creciendo en un medio mineral suplementado con diesel.
Sin embargo, estas cepas presentaron una baja resistencia
a este solvente inactivindose completamente en presencia
de tan solo 15% de diesel en el medio de cultivo lo cual
limita su aplicabilidad a un proceso industrial.

Al secuenciar las 1,500 bases del gene 16S rDNA de es-
tas bacterias y compararlas con las secuencias publicadas
en bases de datos publicas, se encontré que estas cepas
presentaban una homologia con Rhodococcus erythropo-
lis (0.56% de diferencia) y Rhodococcus globerulus
(0.76% de diferencia). Como la determinacién de la espe-
cie no fue clara empleando la secuenciacion del gene 16S

Tabla 1. Principales campos de accién de la biotecnologia y de la micro-
biologia petrolera.

Recuperacion microbiana mejorada del aceite
Biocorrosion
Biorrefinacion
Biodesulfuracion
Biodenitrogenacion
Biotratamiento
Biorremediacion
Tratamiento de aguas y efluentes gaseosos

l l HsC. Il Il _CHy
S S

DBT 2,8-dimetilDBT

4,6-dimetilDBT

3,4-benzoDBT

Figura 1. Estructura quimica del DBT y de algunos de sus derivados
sustituidos.
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Tabla 2. Biodesulfuracion de diesel con cepas bacterianas aisladas.
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Tabla 3. Reacciones bioldgicas de sulfoxidacion.

Diesel % de [S] inicial [S] final % de
diesel (ppm) (ppm) remocion
Tula 5 550 210 62
Tula 10 550 380 3
Tula 15 550 550 0
Tula 20 550 550 0
Salina Cruz 5 440 180 60
Salina Cruz 10 440 318 28
Salina Cruz 15 440 440 0
Salina Cruz 20 440 440 0

3000 -

2000 -
1500 -

1000 -

500 -

Figura 2. Andlisis RAPD de cepas desulfuradoras. Carril 1: cepa IGTSS;
carriles 2, 3, 4, 5 y 6: cepas aisladas de refinerias mexicanas; carril 7:

cepa X309.

rDNA, estas cepas fueron finalmente nombradas como
Rhodococcus sp.> Posteriormente, las cepas fueron carac-
terizadas por el método RAPD (Random Amplified Poly-
morphic DNA en inglés) con el fin de ver si estas cepas
eran diferentes de otras cepas desulfuradoras de R. eryth-
ropolis prototipo patentadas IGTS8 y X309. Uno de los
cebadores produjo patrones diferentes entre las diferentes
cepas y las diferencias observadas fueron tanto en el
tamafio como en la intensidad de las bandas (Fig. 2). El
andlisis RAPD fue entonces capaz de distinguir diferencias
entre las diferentes cepas desulfuradoras aisladas en este y
otros trabajos mostrando que las cepas aqui reportadas son
diferentes de las cepas patentadas IGTS8 y X309 a nivel
de su material genético global.

Sulfoxidacion
Oxigeno limitante:
H,5+050,~ 8 +H,0 Azufre elemental
Exceso de oxigeno:
H,S +20,~ S0, + 2H" Sulfato
a)
X0TH TL
Cultivo | Banda Organismo Identidad
(%)
X0 1 Thioalkalimicrobium 99
cyclum
2 Halomonas variabilis 98
TH 3 Thioalkalivibrio sp. 97
TL 4 Halomonas desiderata 99
5 Uncultured bacteroides 93
bacterium

Figura 3. Andlisis de cultivos bacterianos sulfoxidantes.

Algunos efluentes gaseosos de la industria petrolera
contienen azufre inorgdnico en forma de dcido sulfhidrico
H,S. Este gas es también emitido durante la extraccion del
petréleo y el gas producido tiene un alto contenido de
H,S. Algunas bacterias denominadas sulfoxidantes tienen
la capacidad de oxidar el H,S en compuestos menos toxi-
cos a la diferencia del caso anterior en el que las bacterias
aisladas tenian la capacidad de remover selectivamente el
azufre de moléculas orgdnicas complejas convirtiéndolo
en sulfato. En el presente caso se produce azufre elemental
(Tabla 3). Con estas bacterias se pueden disefiar y operar
biofiltros para el tratamiento de emisiones gaseosas de
H,S. En esta parte se describe la caracterizacién molecular
de consorcios bacterianos capaces de oxidar el H,S y el
H2S en condiciones extremas con un pH de 10. Estos con-
sorcios fueron desarrollados a partir de tierras alcalino-
salinas recolectadas en diferentes puntos de la republica y
enriquecidos en un medio mineral pH 10 con tiosulfato
como tnica fuente de azufre.!

Se analizaron las poblaciones bacterianas presentes en
estos cultivos mediante la técnica molecular de RISA (Ri-
bosomal Intergenic Spacer Analysis en ingles). La Figura
3a muestra el perfil de bandas obtenido para tres cultivos
enriquecidos mientras que la Figura 3b muestra la identifi-
cacién molecular de los microorganismos correspondi-
entes a cada una de las bandas.

En esta ocasion, se encontraron bacterias sulfoxidantes
quimioautétrofas haloalcaléfilas (Thioalkalimicrobium y
Thioalkalivibrio asi como bacterias heterétrofas halé6filas
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(Halomonas). La banda 5 mostré un porcentaje de ho-
mologia muy bajo (93%) con una bacteria Bacteroides no
cultivable por lo que se podria tratar de un género y espe-
cie nueva.

Hacia el futuro, la biotecnologia y la microbiologia pe-
trolera se verdn beneficiadas por el aislamiento de un
nimero creciente de microorganismos extremofilos capac-
es de resistir las condiciones extremas encontradas en la
industria petrolera. Los catalizadores biomiméticos que se
empiezan a disefiar actualmente son prometedores ya que
poseen la especificidad y la selectividad de los biocatal-
izadores con una base quimica que les confiere una mayor
estabilidad. Finalmente, la biotecnologia del futuro tiene
que jugar un papel importante en el desarrollo de nuevos
materiales biodegradables y fuentes de energia renovables
menos contaminantes.

REFERENCIAS

1. Alcantara-Pérez S., Muifioz-Colunga A.M., Le Borgne S. &
Olguin-Lora P. 2005. Molecular and physiological character-
ization of haloalkaliphilic sulfur-oxidizing microbial cultures
from Mexican saline alkaline environments. En preparacién.

2. Castorena G., Sudarez C., Vildez 1., Amador G., Fernandez L. &
Le Borgne S. 2002. Sulfur-selective desulfurization of diben-

zothiophene and diesel oil by newly isolated Rhodococcus sp.
strains. FEMS Microbiol. Lett. 215: 157-161.

EPA. 2000. Heavy-duty engine and vehicle standards and
highway diesel fuel sulfur control requirements. EPA420-F-00-
057.

Fletcher S. 2000. US EPA proposes severe diesel sulfur limits.
Oil Gas J. Online Story, may 17.

Greenpeace. 1998. The plastics boom and the looming PVC
Waste  Crisis.  Amsterdam.  The  Netherlands.  http://
archive.greenpeace.org/comms/pvctoys/reports/
loomingcontents.html

Kilbane J.J. 1992. Mutant microorganisms useful for cleavage
of organic C-S bonds. US Patent 5,104,801.

Le Borgne S. & Quintero R. 2003. Biotechnological processes
for the refining of petroleum: a general overview. Fuel Proc.
Technol. 81:155-169.

Monticello D.J. & Finnerty W.R. 1985. Microbial desulfuriza-
tion of fossil fuels. Annu. Rev. Microbiol. 39: 371-389.
Young D. 2001. European fuels meet 2005 specs; refiners look
beyond. Oil Gas J. 99(47):Online.

Correspondencia:

Guillermo Gosset.

Departamento de Ingenieria Celular
y Biocatalisis, Instituto de
Biotecnologia/UNAM,

Apdo. Postal 503-10,

Cuernavaca, Mor. 62250.
gosset@ibt.unam.mx



