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RESUMEN

La contaminacion de aguas superficiales y suelos por hidrocar-
buros es consecuencia del incremento de la demanda de petro-
leo y sus derivados como fuentes energéticas. La remediacion de
estos habitats puede efectuarse por bacterias autoctonas, proceso
que requiere el paso de las moléculas hidrocarbonadas a través
de la membrana celular. En este estudio se reporta que la degra-
dacion de combustible diesel (CD) por Pseudomonas luteola PB6
v Escherichia coli DH5aT, cultivadas en un medio minimo mineral
suplementado con CD 1% v/v (MMDM), depende de una proteina
de 70kDa (p70) asociada a membranas. E. coli DH5a. no crecio
en este medio. Datos gravimétricos indicaron una degradacion
promedio del CD de ~29% en incubaciones de 120h. La croma-

tografia de gases acoplada a espectrometria de masas revelo que
la degradacion fue selectiva para al menos los 20 alcanos mas
abundantes presentes en CD, alcanzandose valores de 87-89%
luego de 96h de incubacion. P. luteola PB6, E. coli DH50T y E.
coli DH5a, en caldo nutritivo, no expresaron p70. No obstante,
lisados de P. luteola PB6 y E. coli DH5a, degradaron CD en un
grado similar a como lo hicieron cultivos de P. luteola y E. coli
DH5aT. Estos datos indican la intervencion de p70 en el trans-
porte de alcanos en la membrana bacteriana externa. Mas aun,
la incapacidad de E. coli DH5a 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.

Introduccion

La explotacion y refinacion
de petrdleo, como la produc-
cion de plasticos y polimeros
usualmente contamina ambien-
tes naturales (Kanaly y Haraya-
ma, 2000; Harayama et al.,
2004; Hearns et al., 2008). Tal
contaminacion es persistente y
se bioacumula en habitats natu-
rales (Korda et al., 1997; Ai-
tken et al., 1998; Saadoun,
2002; Alquati et al., 2005;
Mancera-Lopez et al., 2007,
Wang et al., 2008; Sun et al.,
2009). Afortunadamente, varios
microorganismos autdctonos
capaces de degradar hidrocar-
buros han sido aislados y ca-
racterizados de ambientes acua-
ticos (Das y Chandran, 2011),
marinos (Head et al., 2006;
Chikere et al., 2009) y terres-
tres (Leahy y Colwell, 1990;

Palittapongarnpim et al., 1998).
Mediante estos procesos los
microorganismos, ademas de
satisfacer sus requerimientos
metabdlicos, pueden actuar
como agentes biorremediadores
en habitats contaminados (San-
severino et al., 1993; Pérez et
al., 2008).

Cualquier molécula o i6n a
ser utilizado por los microorga-
nismos debe ser incorporado al
medio intracelular, proceso que
implica una interaccion fisica 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 plasmatica, que delimita
el citoplasma bacteriano, y la
membrana externa, en contacto
con el medio externo. El espa-
cio entre ambas membranas,

que contiene agua, proteinas,
carbohidratos, lipidos e iones, es
denominado espacio periplasmi-
co (Koch, 1997; Black, 2004).
La incorporacion de material
exogeno por bacterias es me-
diada por transportadores pro-
teicos localizados en la mem-
brana externa; el paso de molé-
culas hidrofilicas al espacio
periplasmico es efectuado por
porinas (Black, 2004; Shulties
et al., 2006; Darcan et al.,
2009; Hearn et al., 2009),
mientras que proteinas especia-
lizadas, canales proteicos, per-
miten el transporte de materia-
les hidrofobicos (Van den Berg,
2010; Lepore et al., 2011). Pos-
teriormente, proteinas periplas-
maticas especificas transfieren
las moléculas a proteinas uni-
das a la membrana plasmatica,
para finalmente liberar el mate-
rial en el citoplasma bacteriano

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

Varios estudios han demos-
trado que proteinas FadL estan
implicadas en el transporte de
moléculas hidrofébicas por
bacterias Gram negativas. La
participacion de estas proteinas
unidas a membranas ha sido
reportada en el transporte de
benceno, tolueno, etilbenceno,
xileno (BTEX) y acidos grasos
de cadena larga por cepas de
Pseudomonas, Ralstonia pic-
ketti PKOL1 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 DH5a, trans-
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ALKANE INCORPORATION BY HYDROCARBON DEGRADATING BACTERIA MEDIATED BY A 70kda PROTEIN
ATTACHED TO MEMBRANES DURING THE FUEL DIESEL BIODEGRADATION

José Diaz, Cristina Ricoy, Carlos Moreno, Valeria Ricoy, Victor Pérez e Oscar Valbuena

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 DH5aT, 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 DH5a 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 DH5aT and E. coli DH5a, when grown in
nutritive broth, did not express p70. However, when bacterial
lysates from P. luteola PB6 and E. coli DH5a were incubated
in MMDM, DF was degraded to the same degree as P. luteola
PB6 and E. coli DH5aT 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 DH5a 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.

INCORPORAQAO DE ALCANOS POR BACTERIAS DEGRADADORAS DE HIDROCARBONETOS MEDIADA POR
UMA PROTEINA DE 70kDa UNIDA A MEMBRANAS DURANTE A BIODEGRADACAO O COMBUSTIVEL DIESEL

José Diaz, Cristina Ricoy, Carlos Moreno, Valeria Ricoy, Victor Pérez e Oscar Valbuena

RESUMO

A contaminagdo, por hidrocarbonetos, de aguas superficiais
e solos é consequéncia do incremento da demanda de petroleo
e seus derivados como fontes energéticas. A remedia¢do des-
tes habitats pode efetuar-se por bactérias autoctones, proces-
so que requer a passagem das moléculas hidrocarbonadas a
través da membrana celular. Neste estudo se relata que a de-
gradagdo de combustivel diesel (CD) por Pseudomonas luteola
PB6 e Escherichia coli DH5aT, cultivadas em um meio minimo
mineral suplementado com CD 1% v/v (MMDM), depende de
uma proteina de 70kDa (p70) associada a membranas. E. coli
DH5a ndo cresceu neste meio. Dados gravimétricos indicaram
uma degradagdo do CD de ~29% em média nas incubagoes de
120h. A cromatografia de gases acoplada a espectrometria de

massas revelou que a degradacgdo foi seletiva para pelo menos
os 20 alcanos mais abundantes presentes em CD, alcangando-
se valores de 87-89% depois de 96h de incubagdo. P. luteola
PB6, E. coli DH50T e E. coli DH5a, em caldo nutritivo, ndo
expressaram p70. No entanto, lisados de P. luteola PB6 e E.
coli DHS5a, degradaram CD em um grau similar ao realizado
por cultivos de P. luteola e E. coli DH5aT. Estes dados indicam
a intervengdo de p70 no transporte de alcanos na membra-
na bacteriana externa. Mais ainda, a incapacidade de E. coli
DH5o para crescer em MMDM ¢é devida a auséncia de p70 na
célula e ndao a auséncia das enzimas implicadas no metabolis-
mo de alcanos.

formada por un plasmido de
11kpb aislado de P. luteola
PB6, crecid en un medio mini-
mo mineral suplementado con
combustible diesel (CD) 1% v/v
(MMDM). El perfil polipepti-
dico de la cepa transformada
(E. coli DH5aT) y de la no
transformada (E. coli DH5a)
difirieron basicamente 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 funcion de la
proteina p70 en el proceso de
biodegradacion del combustible
diesel. A tal efecto, mediante
patrones polipeptidicos de frac-
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ciones subcelulares bacterianas
y analisis de los hidrocarburos
presentes en el combustible por
cromatografia de gases acopla-
da a espectrometria de masas,
se propone el mecanismo de
accion de p70 expresada por P.
luteola durante la biodegrada-
cion del CD.

Materiales y Métodos:
Cepas bacterianas

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

DH5aT, cepa Gram negativa,
transformada con un plasmido
aislado de P. luteola PB6 (Ri-
coy, 2011) y Escherichia coli
DHS5a, cepa Gram negativa
(Hanahan, 1983), fueron dona-
das por el Laboratorio de Bio-
tecnologia, Facultad de Cien-
cias y Tecnologia, Universidad
de Carabobo, Venezuela.

Cultivos bacterianos

I- Etapa de Activacion. Inocu-
los (asadas) de cada cepa bac-
teriana fueron transferidos de
cufias de agar a 50ml de cal-
do nutritivo (CN) conteniendo
5g-1" de peptona, 3g-1" de ex-
tracto de carne y 8g-1"!' de

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

1I- Etapa de aclimatacion. Ali-
cuotas (Iml) de los cultivos
anteriores fueron adicionadas a
50ml de CN o MMDM, el ul-
timo conteniendo las siguientes
sustancias: CaCl, 1% m/v
(500ul); CuSO, 1% m/v
(100ul); FeSO, 0,5% m/v
(2000ul); MgSO, 1% m/v
(200ul); ZnSO,.H,0 1% m/v
(500ul); NaCl 1% m/v (500ul);
(NH,),SO, 1% m/v (100ul); 10
ml de CD (equivalentes a 0,5ml
0 0,33g de CD por cada 50ml
de medio) y el volumen necesa-
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rio de tampén fosfato 0,IM, pH
7.4 para completar un litro. Los
dos sistemas se incubaron a
32°C, en aerobiosis y agitacién
constante (165rpm).

1l etapa de evaluacion. Ali-
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
dias o cada 24h durante cinco
dias para los cultivos en CN
y MMDM, respectivamente.

Crecimiento bacteriano en
placas de agar

Alicuotas 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'I'")/CN. Después de 24-
48h de incubacién a 37°C, las
colonias bacterianas fueron
observadas en microscopio
estereoscopico.

Preparacion de fracciones
bacteriales

Volimenes (12,5ml) de cul-
tivos bacterianos CN vy
MMDM se adicionaron a un
volumen igual del respectivo
medio de cultivo. Luego de
24h de incubacion a 32°C, las
células se obtuvieron por cen-
trifugacion a 20000g durante
15min. Una porcion del sedi-
mento bacteriano (BC) y el
sobrenadante (CM) se almace-
naron a -20°C hasta su poste-
rior uso. Otra porcion del se-
dimento bacteriano se sometio
a lisis de acuerdo al siguiente
procedimiento (Sambrook y
Russell, 2001): las células se
resuspendieron en tampon de
lisis (NaCl 500mM, Tris/HCI1
20mM, 2-mercaptoetanol
ImM, imidazol 5mM, triton
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 sonicacion de
45s de duracidon cada uno,
seguidos por 10s en reposo

a

Absorcién 540nm
o
[o:]

T1empo de mcubacmn h)

Figura 1. Curvas de crecimiento y morfologias de las colonias bacteria-
nas cultivadas en CN. a y d: Pseudomonas luteola PB6; b y e: Esche-
richia coli DH 50T; ¢ y f: Escherichia coli DH 5a.

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

Patrones polipeptidicos

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 012
realizé a 100V, a
temperatura ambien-
te, durante 60-
90min en un equipo
Bio Rad Mini Pro-
tean II.

0,08

0,04

Absorcién 540nm

Determinacion del
consumo de CD por
las bacterias

Cultivos bacteria-
nos (50ml) en
MMDM fueron in-
cubados durante 24,
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48, 72, 96 y 120h en las con-
diciones establecidas en la
seccion sobre cultivos bacte-
rianos. Los cultivos se mez-
claron con 10ml de hexano, se
agitaron vigorosamente duran-
te Smin en embudos de sepa-
racion, y después de 10min
en reposo, las fases acuosas
se sometieron a otro paso de
extraccion. Las fases orgéni-
cas se mezclaron y se evapo-
raron a 80°C en vasos de pre-
cipitados previamente tarados.
El CD se determiné por gra-
vimetria y el residuo se disol-
vi6 en hexano. También se
procesaron cultivos bacteria-
nos a tiempo cero.

Cromatografia de gases
acoplada a espectrometria
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-
tografo 6890N/espectrometro
5973) con un detector FID y
una columna HP5SMS (dimeti-
lo 95%, bifenilo polixiloxano
5%) de 30m de longitud,
0,25mm de didmetro interno y
0,25um de espesor de capa,
utilizandose He como gas de
arrastre con flujo de
Iml'min!. Las temperaturas
iniciales y finales del horno
fueron 50 y 240°C, respecti-
vamente, y la corrida se efec-
tu6 durante 30min. Alicuotas
de 1pl de extractos orgénicos
provenientes de cultivos bac-
terianos, hexano y CD puro
fueron analizadas. La estima-
cion cuantitativa de alcanos se
realizd mediante el programa
NIST (National Institute of
Standards and Technology).

Resultados

Los patrones de creci-
miento y la morfologia de
las cepas bacterianas en CN
se muestran en la Figura I.
El crecimiento bacteriano
alcanzo6 valores similares y
maximos (1,4-1,6 unidades
de absorbancia; ua) a las
24h de incubacion (Figuras
la, b, ¢), entrando a la fase
estacionaria a las 32h de
incubacién y alcanzando la
fase de muerte a las 48h.
Las Figuras 1d, e y
f muestran que las
colonias bacteria-
nas, observadas
con un microscopio
de luz (40x), tienen
similar morfologia.
Sin embargo, cuan-
do las cepas se
transfirieron a me-
dio MMDM, E.

a

24 48 72
Tiempo de incubacion (h)

96

Figura 2. Curvas de crecimiento de las cepas bacterianas
cultivadas en MMDM. a: Pseudomonas luteola PB6; b:
Escherichia coli DH5aT.

coli DH50 no cre-
ci6, mientras que
P. luteola PB6 y E.
coli DH5aT si cre-
cieron, exhibiendo
una fase de laten-

120
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TABLA I
CONSUMO DE COMBUSTIBLE DIESEL POR
CEPAS BACTERIANAS

Tiempo de
incubacion (h)

[w]

24

48 72 96 120

Cepas
P. luteola PB6 0

E. coli DH50T 0

E. coli DH5a 0 0

Combustible diesel consumido (g)
0,027 0,039 0,062 0,079 0,092

(27,9)*

0,029 0,038 0057 0075 0,088
(26,7)*

0 0 0 0

* Numeros en paréntesis indican el porcentaje de combustible diesel consumido.

KDa 1 2 3 4 5

37

70KDa

KDa 1 2 3
250

150

100

7%

50

37

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 DH5aT y su medio de
cultivo libre de células, respectivamente.

cia de 24h, seguida de una
fase de crecimiento expo-
nencial de 24-120h, sin esta-
blecerse la fase de muerte
(Figura 2). El méximo creci-
miento alcanzé valores de
0,1 ua, lo cual fue mucho
mas bajo que los niveles
obtenidos en cultivos CN.

El consumo de CD por las
bacterias en MMDM se
muestra en la Tabla I. Un
incremento progresivo de la
degradacion de CD fue de-
tectado en las incubaciones
de P. luteola PB6 y E. coli
DH50T, consumiéndose
0,092 y 0,088g de CD a las
120h de incubacion, respec-
tivamente, indicando que el
27,9 y 26,7% m/m del CD
inicialmente presente fue
metabolizado por las bacte-
rias. Como se indic6 previa-
mente, E. coli DHS5a no
consumié CD.

Los patrones polipeptidi-
cos electroforéticos de las
fracciones BC (células) y
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CM (medio de cultivo usado
por las bacterias) cuando P.
luteola PB6 y E. coli
DHS5aT  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 tres cepas
bacterianas, P. luteola PB6,
E.coli DH5aT y E. coli
DHS5a fueron cultivadas en
CN, p70 no fue detectado en
las fracciones MB (Figura
5) ni en CC (datos no mos-
trados).

La determinacion del tipo
de hidrocarburo degradado
por las bacterias se realizd
en extractos organicos

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
citoplasmatica, respectivamente; 4 y 5:
Escherichia coli DH5aT, fracciones mem-
branosa y citoplasmatica respectivamente. 3

(hexano) obtenidos de incu-
baciones bacterianas en
MMDM, mediante CG/EM.
En los cromatogramas obte-
nidos (datos no mostrados)
se detectaron al menos 20
maximos correspondientes a
alcanos los cuales después
del tratamiento 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-
peccion de la
tabla, tres di-
ferentes situa-
ciones se pue-
den establecer
entre los alca-
nos degrada-
dos: 1) un pri-
mer grupo de
alcanos total-
mente degrada-
dos por ambas
cepas bacteria-
nas (nonadeca-
no, 3,6-dime-
tildecano, hep-
tadecano,
6-propiltride-
cano, 9-octil-
heptadecano,
nonacosano y
-0 X a -
6-tio-2,7-dis-
lactano); 2) un segundo gru-
po, totalmente degradado
por una cepa bacteria-
na y parcialmente de-
gradado por la otra
cepa (ondecano, dode- 250
cano, 2, 6, 10, 14-te-
trametilhexadecano y 59
heptacosano); y 3) un
tercer grupo, parcial-
mente degradado por
ambas cepas bacteria-
nas (tridecano, 2, 6,
10-trimetildodecano, 75
tetradecano, pentade-
cano, hexadecano,
heptadecano y 2, 6,
10, 14-tetrametilpenta-
decano). Los niveles
de remocién de alca-
nos después del trata-
miento bacteriano va- 37
riaron entre 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

70KDa

50

DSH5aT, 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 DHS5a (crecida en
CN) fueron incubados en
MMDM, el CD fue degrada-
do a niveles del 33% (P. lu-
teola) y 28,8% (E. coli
DHS5a), valores similares a
como lo hicieron P. luteola
PB6 y E. coli DH50aT en
MMDM.

Discusion

Las curvas de crecimiento
de las tres cepas bacterianas
en CN mostraron comporta-
mientos similares, alcanzan-
do valores maximos a las
24h de incubacion (Figuras
la, b y ¢), lo cual implica
que la incorporacion del
plasmido de P. luteola PB6
a E. coli DHS5a aparente-
mente no afectd las propie-
dades metabolicas basicas de
la bacteria. La morfologia
de las colonias (Figuras 1d,
e y f) corroboran esta situa-
cion. Cuando las bacterias
fueron transferidas a
MMDM, E. coli DH5a no
crecid y aunque P. luteola
PB6 y E. coli DH5aT cre-

* 70KDa

-

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 DH5aT, 4: Escherichia
coli DH5a.
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TABLA 1I
COMPONENTES HIDROCARBONADOS DEL COMBUSTIBLE DIESEL ANTES
Y DESPUES DEL TRATAMIENTO BACTERIANO

Tiempo de Hidrocarburos . Area
retencién (min) Combustible P. luteola/ E. coli DH5aT/
diesel puro MMDM * MMDM *
8,05 Undecano 1347450 152493 (88,68) 0 (100)
9,99 Dodecano 1821353 267095 (85,34) 0 (100)
11,80 Tridecano 2916254 369046 (87,35) 515805 (82,31)
13,11 2,6,10-Trimetil dodecano 1023309 223530 (78,16) 287498 (71,91)
13,50 Tetradecano 3481468 5678628 (83,69) 807951 (76,79)
14,49 Nonadecano 2112657 0 (100) 0 (100)
15,08 Pentadecano 4120048 914957 (77,79) 1507298 (63,42)
16,58 Hexadecano 4236807 807526 (80,94) 1315928 (68,94)
17,28 3,6-Dimetildecano 1748013 0 (100) 0 (100)
17,99 Heptadecano 4152672 859850 (79,29) 1329756 (67,98)
18,07 2,6,10,14-Tetrametilpentadecano 3050885 640926 (78,99) 959987 (68,53)
19,34 Heptadecano 3612957 0 (100) 0 (100)
19,46 2,6,10,14-Tetrametilhexadecano 2319393 0 (100) 719142 (68,99)
20,61 6-Propiltridecano 3012094 0 (100) 0 (100)
21,83 Pentadecano 2586812 533877 (79,36) 882413 (65,89)
22,99 Heptacosano 2199294 438675 (80,05) 0 (100)
24,11 Heptacosano 1642426 324721 (80,23) 0 (100)
25,26 9-Octilheptadecano 1128324 0 (100) 0 (100)
26,65 Nonacosano 749631 0 (100) 0 (100)
30,31 3-Oxa-6-tio-2,7-disilactano 4230745 0 (100) 0 (100)

* Numeros en paréntesis indican el porcentaje de remocion del componente después de 96 horas de tratamiento

bacteriano.

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, faciles de metaboli-
zar y comunes a todo tipo
celular. Contrariamente, en
MMDM, el material carbo-
nado (hidrocarburos) esta
constituido por moléculas
mas dificilmente metaboliza-
bles, las cuales son degrada-
das lentamente y, como con-
secuencia, la division celular
se deprime y la fase expo-
nencial de crecimiento se
mantiene por lapsos de
tiempo mas largos, pero la
biomasa se reduce. Aun asi,
varias cepas bacterianas de-
gradadoras de CD han sido
aisladas y caracterizada por
otros autores (Obire vy
Nwaubeta, 2001; Saadoun,
2002; Lopez 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-
gradacion de CD, cercano a
29% (Tabla I ), fue mas
bajo que el contenido de al-
canos determinado en este
estudio por CG/EM (48,47%;
Tabla II); sin embargo, el
analisis CG/EM indic6é que
los alcanos fueron degrada-
dos hasta un nivel de 87-
89% después de 96h de tra-
tamiento bacteriano. Las
diferencias en los patrones
de degradacion de CD (Ta-
bla II) por P. luteola PB6 y
E. coli DH50T pudiesen ser
explicados por los sistemas
enzimaticos implicados en el
proceso degradativo (Rojo,
2009). Asi, es posible que
algunas enzimas implicadas
en el proceso, especificas
para un grupo particular de
alcanos, sean isoenzimas
con diferentes constantes de
velocidad para el paso enzi-
matico que ellas catalizan.
Esta situacién podria 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 vias
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metabolicas en bacterias
(Nelson y Cox, 2000). La
degradacion 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 perfiles polipeptidi-
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 cultivo, lo cual
implica que el polipéptido
es un producto inducible,
situacion que ha sido des-
crita para otros géneros
bacterianos (Kahng et al.,
2000; Rojo, 2009). La au-
sencia de p70 en MMDM,
después de su uso por las
bacterias, indicd que éste no
es excretado al medio y que
debe estar localizado en la
célula. En efecto, el poli-
péptido fue detectado en la
fraccion membranosa y es-
tuvo ausente del contenido
citoplasméatico bacteriano
(Figuras 3 y 4).

La degradacion de CD por
lisados de E. coli DH5a in-

cubados en MMDM demos-
trd que los sistemas enzima-
ticos encargados de la de-
gradacion del hidrocarburo
estan presentes en la célula
bacteriana. Por lo tanto, la
incapacidad de E. coli DH5a
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 DH5a, luego de un pro-
ceso de transformacién con
un plasmido proveniente de
P. luteola (que contiene el
gen que codifica para la
p70), es capaz ce crecer en
un medio suplementado con
diesel como tnica fuente de
carbono (Ricoy et al., 2012).
La masa molecular aparente
del polipéptido es mayor a
lo reportado para proteinas
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 participacion de p70 en la
incorporacion de alcanos en
las cepas estudiadas, y pro-
bablemente p70 actiia como
un transportador o canal
proteico inducido en estas
bacterias.
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