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Introducción

La explotación y refinación 
de petróleo, como la produc-
ción de plásticos y polímeros 
usualmente contamina ambien-
tes naturales (Kanaly y Haraya-
ma, 2000; Harayama et al., 
2004; Hearns et al., 2008). Tal 
contaminación es persistente y 
se bioacumula en hábitats natu-
rales (Korda et al., 1997; Ai-
tken et al., 1998; Saadoun, 
2002; Alquati et al., 2005; 
Mancera-López et al., 2007; 
Wang et al., 2008; Sun et al., 
2009). Afortunadamente, varios 
microorganismos autóctonos 
capaces de degradar hidrocar-
buros han sido aislados y ca-
racterizados de ambientes acuá-
ticos (Das y Chandran, 2011), 
marinos (Head et al., 2006; 
Chikere et al., 2009) y terres-
tres (Leahy y Colwell, 1990; 
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Palittapongarnpim et al., 1998). 
Mediante estos procesos los 
microorganismos, además de 
satisfacer sus requerimientos 
metabólicos, pueden actuar 
como agentes biorremediadores 
en hábitats contaminados (San-
severino et al., 1993; Pérez et 
al., 2008).

Cualquier molécula o ión a 
ser utilizado por los microorga-
nismos debe ser incorporado al 
medio intracelular, proceso que 
implica una interacción física de 
la membrana bacteriana y el 
material a ser metabolizado 
(Nikaido, 2003; Hearn et al., 
2008, 2009). En bacterias Gram 
negativas se han descrito dos 
sistemas membranosos: la mem-
brana plasmática, que delimita 
el citoplasma bacteriano, y la 
membrana externa, en contacto 
con el medio externo. El espa-
cio entre ambas membranas, 

que contiene agua, proteínas, 
carbohidratos, lípidos e iones, es 
denominado espacio periplásmi-
co (Koch, 1997; Black, 2004).

La incorporación de material 
exógeno por bacterias es me-
diada por transportadores pro-
teicos localizados en la mem-
brana externa; el paso de molé-
culas hidrofílicas al espacio 
periplásmico es efectuado por 
porinas (Black, 2004; Shulties 
et al., 2006; Darcan et al., 
2009; Hearn et al., 2009), 
mientras que proteínas especia-
lizadas, canales proteicos, per-
miten el transporte de materia-
les hidrofóbicos (Van den Berg, 
2010; Lepore et al., 2011). Pos-
teriormente, proteínas periplas-
máticas específicas transfieren 
las moléculas a proteínas uni-
das a la membrana plasmática, 
para finalmente liberar el mate-
rial en el citoplasma bacteriano 

(Koch, 1997), donde sistemas 
enzimáticos degradan o utilizan 
el material incorporado (Black, 
2004; Wentzel et al., 2007; 
Rojo, 2009).

Varios estudios han demos-
trado que proteínas FadL están 
implicadas en el transporte de 
moléculas hidrofóbicas por 
bacterias Gram negativas. La 
participación de estas proteínas 
unidas a membranas ha sido 
reportada en el transporte de 
benceno, tolueno, etilbenceno, 
xileno (BTEX) y ácidos grasos 
de cadena larga por cepas de 
Pseudomonas, Ralstonia pic-
ketti PKO1 y Escherichia coli 
(Ginsburg et al., 1984; Black 
et al., 1985; Kahng et al., 
2000; Shulties et al., 2006; 
Hearn et al., 2008, 2009).

Experimentos previos de 
nuestro laboratorio demostra-
ron que E. coli DH5α, trans-
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RESUMEN

La contaminación de aguas superficiales y suelos por hidrocar-
buros es consecuencia del incremento de la demanda de petró-
leo y sus derivados como fuentes energéticas. La remediación de 
estos hábitats puede efectuarse por bacterias autóctonas, proceso 
que requiere el paso de las moléculas hidrocarbonadas a través 
de la membrana celular. En este estudio se reporta que la degra-
dación de combustible diesel (CD) por Pseudomonas luteola PB6 
y Escherichia coli DH5αT, cultivadas en un medio mínimo mineral 
suplementado con CD 1% v/v (MMDM), depende de una proteína 
de 70kDa (p70) asociada a membranas. E. coli DH5α no creció 
en este medio. Datos gravimétricos indicaron una degradación 
promedio del CD de ~29% en incubaciones de 120h. La croma-

tografía de gases acoplada a espectrometría de masas reveló que 
la degradación fue selectiva para al menos los 20 alcanos más 
abundantes presentes en CD, alcanzándose valores de 87-89% 
luego de 96h de incubación. P. luteola PB6, E. coli DH5αT y E. 
coli DH5α, en caldo nutritivo, no expresaron p70. No obstante, 
lisados de P. luteola PB6 y E. coli DH5α, degradaron CD en un 
grado similar a como lo hicieron cultivos de P. luteola y E. coli 
DH5αT. Estos datos indican la intervención de p70 en el trans-
porte de alcanos en la membrana bacteriana externa. Más aun, 
la incapacidad de E. coli DH5α para crecer en MMDM es debida 
a la ausencia de p70 en la célula y no a la ausencia de las enzi-
mas implicadas en el metabolismo de alcanos.

Víctor Pérez. Licenciado en Quí-
mica, UC, Venezuela.

Oscar Valbuena. Licenciado en 
Biología, Universidad Central 
de Venezuela. Ph.D. University 
of Pennsyvania, EEUU. Profe-
sor, UC, Venezuela. Dirección: 

Departamento de Biología y 
Centro de Investigaciones Mi-
crobiológicas Aplicadas 
(CIMA), Universidad de Ca-
rabobo, Venezuela. e-mail: 
ovalbuena@uc.edu.ve



438 JUN 2013, VOL. 38 Nº 06

formada por un plásmido de 
11kpb aislado de P. luteola 
PB6, creció en un medio míni-
mo mineral suplementado con 
combustible diesel (CD) 1% v/v 
(MMDM). El perfil polipeptí-
dico de la cepa transformada 
(E. coli DH5αT) y de la no 
transformada (E. coli DH5α) 
difirieron básicamente por la 
presencia de un polipéptido de 
70kDa en la cepa transformada 
y su ausencia en la no trans-
formada (Ricoy, 2011).

El objetivo de este trabajo 
fue elucidar la función de la 
proteína p70 en el proceso de 
biodegradación del combustible 
diesel. A tal efecto, mediante 
patrones polipeptidicos de frac-

ciones subcelulares bacterianas 
y análisis de los hidrocarburos 
presentes en el combustible por 
cromatografía de gases acopla-
da a espectrometría de masas, 
se propone el mecanismo de 
acción de p70 expresada por P. 
luteola durante la biodegrada-
ción del CD.

Materiales y Métodos:

Cepas bacterianas

Pseudomonas luteola PB6, 
cepa Gram negativa aislada de 
suelos contaminados con petró-
leo provenientes de Bachaque-
ro, estado Zulia, Venezuela 
(Boulé, 2008); Escherichia coli 

DH5αT, cepa Gram negativa, 
transformada con un plásmido 
aislado de P. luteola PB6 (Ri-
coy, 2011) y Escherichia coli 
DH5α, cepa Gram negativa 
(Hanahan, 1983), fueron dona-
das por el Laboratorio de Bio-
tecnología, Facultad de Cien-
cias y Tecnología, Universidad 
de Carabobo, Venezuela.

Cultivos bacterianos

I- Etapa de Activación. Inócu-
los (asadas) de cada cepa bac-
teriana fueron transferidos de 
cuñas de agar a 50ml de cal-
do nutritivo (CN) conteniendo 
5g·l-1 de peptona, 3g·l-1 de ex-
tracto de carne y 8g·l-1 de 

NaCl. Los sistemas fueron 
incubados a 37ºC en aerobio-
sis y agitación constante 
(165rpm) durante 24h.

II- Etapa de aclimatación. Alí-
cuotas (1ml) de los cultivos 
anteriores fueron adicionadas a 
50ml de CN o MMDM, el úl-
timo conteniendo las siguientes 
sustancias: CaCl2 1% m/v 
(500µl); CuSO4 1% m/v 
(100µl); FeSO4 0,5% m/v 
(2000µl); MgSO4 1% m/v 
(200µl); ZnSO4.H2O 1% m/v 
(500µl); NaCl 1% m/v (500µl); 
(NH4)2SO4 1% m/v (100µl); 10 
ml de CD (equivalentes a 0,5ml 
o 0,33g de CD por cada 50ml 
de medio) y el volumen necesa-
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RESUMO

A contaminação, por hidrocarbonetos, de aguas superficiais 
e solos é consequência do incremento da demanda de petróleo 
e seus derivados como fontes energéticas. A remediação des-
tes hábitats pode efetuar-se por bactérias autóctones, proces-
so que requer a passagem das moléculas hidrocarbonadas a 
través da membrana celular. Neste estudo se relata que a de-
gradação de combustível diesel (CD) por Pseudomonas luteola 
PB6 e Escherichia coli DH5αT, cultivadas em um meio mínimo 
mineral suplementado com CD 1% v/v (MMDM), depende de 
uma proteína de 70kDa (p70) associada a membranas. E. coli 
DH5α não cresceu neste meio. Dados gravimétricos indicaram 
uma degradação do CD de ~29% em média nas incubações de 
120h. A cromatografia de gases acoplada a espectrometria de 

massas revelou que a degradação foi seletiva para pelo menos 
os 20 alcanos mais abundantes presentes em CD, alcançando-
se valores de 87-89% depois de 96h de incubação. P. luteola 
PB6, E. coli DH5αT e E. coli DH5α, em caldo nutritivo, não 
expressaram p70. No entanto, lisados de P. luteola PB6 e E. 
coli DH5α, degradaram CD em um grau similar ao realizado 
por cultivos de P. luteola e E. coli DH5αT. Estes dados indicam 
a intervenção de p70 no transporte de alcanos na membra-
na bacteriana externa. Mais ainda, a incapacidade de E. coli 
DH5α para crescer em MMDM é devida à ausência de p70 na 
célula e não à ausência das enzimas implicadas no metabolis-
mo de alcanos.

ALKANE INCORPORATION BY HYDROCARBON DEGRADATING BACTERIA MEDIATED BY A 70kda PROTEIN 
ATTACHED TO MEMBRANES DURING THE FUEL DIESEL BIODEGRADATION
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SUMMARY

The hydrocarbon contamination of surface waters and land 
is the consequence of an increased demand of petroleum and 
its derivatives as sources of energy. Remediation of these con-
taminated habitats can be achieved by indigenous microorgan-
isms, a process requiring passage of hydrocarbon molecules 
across the cellular membrane. In this work the degradation of 
diesel fuel by a Pseudomonas luteola PB6 strain and a trans-
formed Escherichia coli DH5αT, when cultured in a mineral 
medium supplemented with 1% v/v DF (MMDM), depended 
on a 70kDa polypeptide (p70) associated to membranes. The 
E. coli DH5α non transformed strain did not grow in this me-
dium. Gravimetric data indicated a DF average degradation 
of ~29% after 120h incubation. Gas chromatography coupled 

with mass spectrometry revealed that the degradation was se-
lective for at least the 20 more abundant alkanes present in 
DF, reaching 87-89% levels, after 96h bacterial treatment. P. 
luteola PB6, E. coli DH5αT and E. coli DH5α, when grown in 
nutritive broth, did not express p70. However, when bacterial 
lysates from P. luteola PB6 and E. coli DH5α were incubated 
in MMDM, DF was degraded to the same degree as P. luteola 
PB6 and E. coli DH5αT cells did it. These data support the in-
volvement of p70 in the transport of alkanes across the bacte-
rial outer membrane. Moreover, the E. coli DH5α inability for 
growing in MMDM is due to the absence of p70 in this bacte-
rial strain, but not to the absence of the intracellular enzymes 
involved in the metabolism of alkanes.
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rio de tampón fosfato 0,1M, pH 
7,4 para completar un litro. Los 
dos sistemas se incubaron a 
32ºC, en aerobiosis y agitación 
constante (165rpm).

III etapa de evaluación. Alí-
cuotas de 1ml de los cultivos 
bacterianos aclimatados se 
inocularon en 50ml de CN y 
MMDM: Estos sistemas fue-
ron incubados y agitados ba-
jos las condiciones antes des-
critas. El crecimiento bacte-
riano fue seguido por medi-
ciones espectrofotométricas a 
540nm, cada 8h durante dos 
días o cada 24h durante cinco 
días para los cultivos en CN 
y MMDM, respectivamente.

Crecimiento bacteriano en 
placas de agar

Alícuotas de cultivos CN 
fueron diluidos (1:10) con 
agua destilada estéril y 0,5ml 
de estas diluciones se exten-
dieron sobre placas de agar 
(23g·l-1)/CN. Después de 24-
48h de incubación a 37ºC, las 
colonias bacterianas fueron 
observadas en microscopio 
estereoscópico.

Preparación de fracciones 
bacteriales

Volúmenes (12,5ml) de cul-
tivos bacterianos CN y 
MMDM se adicionaron a un 
volumen igual del respectivo 
medio de cultivo. Luego de 
24h de incubación a 32ºC, las 
células se obtuvieron por cen-
trifugación a 20000g durante 
15min. Una porción del sedi-
mento bacteriano (BC) y el 
sobrenadante (CM) se almace-
naron a -20ºC hasta su poste-
rior uso. Otra porción del se-
dimento bacteriano se sometió 
a lisis de acuerdo al siguiente 
procedimiento (Sambrook y 
Russell, 2001): las células se 
resuspendieron en tampón de 
lisis (NaCl 500mM, Tris/HCl 
20mM, 2-mercaptoetanol 
1mM, imidazol 5mM, tritón 
X-100 0,1% m/v y EDTA 
100mM, pH 8) y después de 
10min en reposo, a tempera-
tura ambiente, se aplicaron 
tres ciclos de sonicación de 
45s de duración cada uno, 
seguidos por 10s en reposo 

sobre hielo, empleando un 
sonicador (Ultrasonic Cell 
Disrupter, VirSonic 100). Las 
muestras se centrifugaron a 
47000g durante 15min a 4ºC, 
obteniéndose dos fracciones, 
los sobrenadantes (contenido 
citoplasmático; CC) y los pre-
cipitados (membranas; BM), 
que fueron almacenados a 
-20ºC.

Patrones polipeptídicos

Las fracciones obtenidas 
anteriormente (CC y BM), se 
sometieron a electroforesis en 
geles de poliacrilamida 7,5% 
en condiciones desnaturalizan-
tes (Laemmli, 1970). 
La electroforesis se 
realizó a 100V, a 
temperatura ambien-
te, durante 60-
90min en un equipo 
Bio Rad Mini Pro-
tean II.

Determinación del 
consumo de CD por 
las bacterias

Cultivos bacteria-
nos (50ml) en 
MMDM fueron in-
cubados durante 24, 

48, 72, 96 y 120h en las con-
diciones establecidas en la 
sección sobre cultivos bacte-
rianos. Los cultivos se mez-
claron con 10ml de hexano, se 
agitaron vigorosamente duran-
te 5min en embudos de sepa-
ración, y después de 10min 
en reposo, las fases acuosas 
se sometieron a otro paso de 
extracción. Las fases orgáni-
cas se mezclaron y se evapo-
raron a 80ºC en vasos de pre-
cipitados previamente tarados. 
El CD se determinó por gra-
vimetría y el residuo se disol-
vió en hexano. También se 
procesaron cultivos bacteria-
nos a tiempo cero.

Cromatografía de gases 
acoplada a espectrometría 
de masas (CG/EM)

Los extractos en hexano 
provenientes de cultivos bac-
terianos a t=0 y 96h de trata-
miento bacteriano se analiza-
ron de acuerdo al método 
ASTM 2425, en un equipo 
Agilent Technologies (croma-
tógrafo 6890N/espectrómetro 
5973) con un detector FID y 
una columna HP5MS (dimeti-
lo 95%, bifenilo polixiloxano 
5%) de 30m de longitud, 
0,25mm de diámetro interno y 
0,25µm de espesor de capa, 
utilizándose He como gas de 
ar rastre con f lujo de 
1ml·min-1. Las temperaturas 
iniciales y finales del horno 
fueron 50 y 240ºC, respecti-
vamente, y la corrida se efec-
tuó durante 30min. Alícuotas 
de 1µl de extractos orgánicos 
provenientes de cultivos bac-
terianos, hexano y CD puro 
fueron analizadas. La estima-
ción cuantitativa de alcanos se 
realizó mediante el programa 
NIST (National Institute of 
Standards and Technology).

Resultados

Los pat rones de creci-
miento y la morfología de 
las cepas bacterianas en CN 
se muestran en la Figura 1. 
El crecimiento bacter iano 
alcanzó valores similares y 
máximos (1,4-1,6 unidades 
de absorbancia; ua) a las 
24h de incubación (Figuras 
1a, b, c), entrando a la fase 
estacionar ia a las 32h de 
incubación y alcanzando la 
fase de muer te a las 48h. 

Las Figuras 1d, e y 
f muestran que las 
colonias bacter ia-
nas, obser vadas 
con un microscopio 
de luz (40×), tienen 
similar morfología. 
Sin embargo, cuan-
do las cepas se 
transfirieron a me-
dio MMDM, E. 
coli DH5α no cre-
ció, mient ras que 
P. luteola PB6 y E. 
coli DH5αT sí cre-
cieron, exhibiendo 
una fase de laten-

Figura 1. Curvas de crecimiento y morfologías de las colonias bacteria-
nas cultivadas en CN. a y d: Pseudomonas luteola PB6; b y e: Esche-
richia coli DH 5αT; c y f: Escherichia coli DH 5α. 

Figura 2. Curvas de crecimiento de las cepas bacterianas 
cultivadas en MMDM. a: Pseudomonas luteola PB6; b: 
Escherichia coli DH5αT.
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cia de 24h, seguida de una 
fase de crecimiento expo-
nencial de 24-120h, sin esta-
blecerse la fase de muerte 
(Figura 2). El máximo creci-
miento alcanzó valores de 
0,1 ua, lo cual fue mucho 
más bajo que los n iveles 
obtenidos en cultivos CN.

El consumo de CD por las 
bacter ias en MMDM se 
muestra en la Tabla I. Un 
incremento progresivo de la 
degradación de CD fue de-
tectado en las incubaciones 
de P. luteola PB6 y E. coli 
DH5αT, consumiéndose 
0,092 y 0,088g de CD a las 
120h de incubación, respec-
tivamente, indicando que el 
27,9 y 26,7% m/m del CD 
inicialmente presente fue 
metabolizado por las bacte-
rias. Como se indicó previa-
mente, E. coli  DH5α no 
consumió CD.

Los patrones polipeptídi-
cos electroforéticos de las 
f racciones BC (células) y 

CM (medio de cultivo usado 
por las bacterias) cuando P. 
luteola PB6 y E. coli 
DH5αT crecieron en 
MMDM, se muestran en la 
Figura 3. Las fracciones CM 
no mostraron polipéptidos, 
mientras en las BC fueron 
detectados varios polipépti-
dos, entre ellos uno corres-
pondiente a 70kDa. Este po-
lipéptido también fue detec-
tado en las fracciones BM 
(membranas) de ambas cepas 
bacterianas (Figura 4), pero 
estuvo ausente en las frac-
ciones CC (citoplasma).

Cuando las t res cepas 
bacterianas, P. luteola PB6, 
E.coli  DH5αT y E. coli 
DH5α fueron cultivadas en 
CN, p70 no fue detectado en 
las fracciones MB (Figura 
5) ni en CC (datos no mos-
trados).

La determinación del tipo 
de hidrocarburo degradado 
por las bacterias se realizó 
en ext ractos orgánicos 

(hexano) obtenidos de incu-
baciones bacter ianas en 
MMDM, mediante CG/EM. 
En los cromatogramas obte-
nidos (datos no mostrados) 
se detectaron al menos 20 
máximos correspondientes a 
alcanos los cuales después 
del t ratamiento bacteriano 
disminuyeron. En la Tabla II 
se detallan los alcanos de-
tectados y su abundancia, en 
CD puro y después del tra-
tamiento bacteriano. Por ins-

pección de la 
tabla, t res di-
ferentes situa-
ciones se pue-
den establecer 
entre los alca-
nos degrada-
dos: 1) un pri-
mer gr upo de 
alcanos total-
mente degrada-
dos por ambas 
cepas bacteria-
nas (nonadeca-
no, 3,6 -dime-
tildecano, hep-
t a d e c a n o , 
6 -propilt r ide-
cano, 9-oct i l-
he p t a de ca no, 
nonacosano y 
3 - o x a -
6 -t io -2 ,7-d is -

lactano); 2) un segundo gru-
po, totalmente degradado 
por una cepa bacteria-
na y parcialmente de-
g radado por la ot ra 
cepa (ondecano, dode-
cano, 2, 6, 10, 14-te-
trametilhexadecano y 
heptacosano); y 3) un 
tercer grupo, parcial-
mente degradado por 
ambas cepas bacteria-
nas (t r idecano, 2, 6, 
10-t r imetildodecano, 
tetradecano, pentade-
cano, hexadecano, 
heptadecano y 2 , 6, 
10, 14-tetrametilpenta-
decano). Los niveles 
de remoción de alca-
nos después del trata-
miento bacteriano va-
r iaron ent re 77,79 y 
100% (promedio 
89.0%) y entre 63,42 y 
100% (promedio 
86,8%) para los siste-
mas con P. luteola 
PB6 y E. coli 

DSH5αT, respectivamente. 
Los valores indicaron que el 
CD fue degradado a nivel 
de 87-89% por las bacterias. 
Finalmente, cuando lisados 
preparados de P. luteola 
PB6 (crecida en MMDM) y 
E. coli  DH5α (crecida en 
CN) fueron incubados en 
MMDM, el CD fue degrada-
do a niveles del 33% (P. lu-
teola) y 28,8% (E. coli 
DH5α), valores similares a 
como lo hicieron P. luteola 
PB6 y E. coli  DH5αT en 
MMDM.

Discusión

Las curvas de crecimiento 
de las tres cepas bacterianas 
en CN mostraron comporta-
mientos similares, alcanzan-
do valores máximos a las 
24h de incubación (Figuras 
1a, b y c), lo cual implica 
que la incor poración del 
plásmido de P. luteola PB6 
a E. coli  DH5α aparente -
mente no afectó las propie-
dades metabólicas básicas de 
la bacteria. La morfología 
de las colonias (Figuras 1d, 
e y f) corroboran esta situa-
ción. Cuando las bacterias 
f ueron t ransfer idas a 
MMDM, E. coli DH5α no 
creció y aunque P. luteola 
PB6 y E. coli DH5αT cre-

Figura 3. Patrones polipéptidicos de las 
cepas bacterianas cultivadas en MMDM y 
su respectivo medio de cultivo. 1: marca-
dor de peso molecular; 2 y 3: Pseudomo-
nas luteola PB6 y su medio de cultivo li-
bre de células, respectivamente; 4 y 5: 
Escherichia coli DH5αT y su medio de 
cultivo libre de células, respectivamente.

Figura 4. Patrones polipéptidicos de las 
fracciones MC y CB de las cepas bacte-
rianas cultivadas en MMDM. 1. marcador 
de peso molecular; 2 y 3: Pseudomonas 
luteola PB6, fracciones membranosa y 
citoplasmática, respectivamente; 4 y 5: 
Escherichia coli DH5αT, fracciones mem-
branosa y citoplasmática respectivamente.

Figura 5. Patrones polipéptidicos de las 
fracciones membranosas de bacterias cul-
tivadas en CN. 1: marcador de peso mole-
cular, 2: Pseudomonas luteola PB6, 3: 
Escherichia coli DH5αT, 4: Escherichia 
coli DH5α.

TABLA I
CONSUMO DE COMBUSTIBLE DIESEL POR 

CEPAS BACTERIANAS
Tiempo de 

incubación (h) 0 24 48 72 96 120

Cepas Combustible diesel consumido (g)
P. luteola PB6 0 0,027 0,039 0,062 0,079 0,092

(27,9)*
E. coli DH5αT 0 0,029 0,038 0,057 0,075 0,088

(26,7)*
E. coli DH5α 0 0 0 0 0 0

* Números en paréntesis indican el porcentaje de combustible diesel consumido.
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cieron, el  crecimiento se 
redujo a 0,1 ua, mostrando 
una fase de latencia de 24h 
y una prolongada fase de 
crecimiento exponencial ob-
servada hasta 120h de culti-
vo. El descenso en la bio-
masa en MMDM respecto a 
las incubaciones en CN es 
probablemente debido al tipo 
de moléculas presentes en 
los medios de cultivo. CN 
contiene moléculas biodegra-
dables, fáciles de metaboli-
zar y comunes a todo tipo 
celular. Contrariamente, en 
MMDM, el material carbo-
nado (hidrocarburos) está 
constituido por moléculas 
más difícilmente metaboliza-
bles, las cuales son degrada-
das lentamente y, como con-
secuencia, la división celular 
se deprime y la fase expo-
nencial de crecimiento se 
mant iene por lapsos de 
tiempo más largos, pero la 
biomasa se reduce. Aun así, 
varias cepas bacterianas de-
gradadoras de CD han sido 
aisladas y caracterizada por 
ot ros autores (Obi re y 
Nwaubeta, 2001; Saadoun, 
2002; López et al .,  2006; 
Singh y Lin, 2008; Adeline 
et al., 2009; Shukor et al., 

2009; Yousofi-Kebra et al., 
2009; Olagide y Ogbeifun, 
2010). El promedio de de-
gradación de CD, cercano a 
29% (Tabla I ),  f ue más 
bajo que el contenido de al-
canos determinado en este 
estudio por CG/EM (48,47%; 
Tabla II); sin embargo, el 
análisis CG/EM indicó que 
los alcanos fueron degrada-
dos hasta un nivel de 87-
89% después de 96h de tra-
tamiento bacter iano. Las 
diferencias en los patrones 
de degradación de CD (Ta-
bla II) por P. luteola PB6 y 
E. coli DH5αT pudiesen ser 
explicados por los sistemas 
enzimáticos implicados en el 
proceso degradativo (Rojo, 
2009). Así, es posible que 
algunas enzimas implicadas 
en el proceso, especif icas 
para un grupo particular de 
alcanos, sean isoenzimas 
con diferentes constantes de 
velocidad para el paso enzi-
mático que ellas catalizan. 
Esta sit uación podr ía ser 
relevante cuando una cepa 
bacteriana degrada totalmen-
te alcanos y la otra lo hace 
parcialmente. La presencia 
de isoenzimas ha sido bien 
demostrada en varias vías 

metaból icas en bacter ias 
(Nelson y Cox, 2000). La 
degradación de alcanos por 
bacterias ha sido descrita en 
muchas instancias por otros 
laboratorios (Throne-Holst 
et al., 2007; Wentzel et al., 
2007; Binazadeh et al ., 
2009; Rojo, 2009; Sivara-
man et al., 2011).

Los perf iles polipeptídi-
cos demostraron que p70 es 
expresada solamente en 
MMDM (Figura 5), indican-
do que el gen p70 responde 
a la presencia de CD en el 
medio de cult ivo, lo cual 
implica que el polipéptido 
es un producto inducible, 
situación que ha sido des-
cr it a pa ra ot ros géneros 
bacterianos (Kahng et al., 
2000; Rojo, 2009). La au-
sencia de p70 en MMDM, 
después de su uso por las 
bacterias, indicó que éste no 
es excretado al medio y que 
debe estar localizado en la 
célula. En efecto, el poli-
péptido fue detectado en la 
fracción membranosa y es-
tuvo ausente del contenido 
citoplasmát ico bacter iano 
(Figuras 3 y 4).

La degradación de CD por 
lisados de E. coli DH5α in-

cubados en MMDM demos-
tró que los sistemas enzimá-
ticos encargados de la de-
gradación del hidrocarburo 
están presentes en la célula 
bacteriana. Por lo tanto, la 
incapacidad de E. coli DH5α 
en metabolizar CD es debi-
da a la ausencia de p70 en 
su membrana. Adicional-
mente, experimentos previos 
en nuestro laboratorio evi-
denciaron que la cepa de E. 
coli DH5α, luego de un pro-
ceso de transformación con 
un plasmido proveniente de 
P. luteola (que contiene el 
gen que codif ica para la 
p70), es capaz ce crecer en 
un medio suplementado con 
diesel como única fuente de 
carbono (Ricoy et al., 2012). 
La masa molecular aparente 
del polipéptido es mayor a 
lo reportado para proteínas 
transportadoras de hidrocar-
buros en Pseudomonas, E. 
coli y Ralstonia, la cual ha 
sido estimada en 46-49kDa 
(Black, 1991; Kasai et al., 
2001; Van den Berg et al., 
2004; Hearn et al., 2008). 
Los datos obtenidos indican 
la participación de p70 en la 
incorporación de alcanos en 
las cepas estudiadas, y pro-
bablemente p70 actúa como 
un t ranspor tador o canal 
proteico inducido en estas 
bacterias.
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