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Optimizacion de la degradacion de la parafina P-1 por
Pseudomonas aeruginosa MGP-1

Gloria Cuellar Orozco, Gabriel Pineda Flores y Rosa Salgado Brito
Universidad Simon Bolivar

Resumen

Se optimizo la degradacion de la parafina P-1 por Pseudomonas aeruginosa MGP-1 en cultivo
mineral sumergido. El crecimiento microbiano se determind por cuenta viable y la mineraliza-
cion de la parafina por el método de Winkler para CO,. Se evaluo el efecto de la concentra-
cion de la fuente de carbono (parafina P-1), de la fuente de nitrégeno y de la concentracion
de un tensoactivo no ionico sobre el crecimiento de la cepa MGP-1 y la mineralizacion de la
fuente de carbono.

La mayor degradacion de la parafina P-1 se obtuvo con 5 g/l de parafina P-I, NH,Cl como
fuente de nitrégeno y una concentraciéon de 3mM del tensoactivo no iénico a una tempera-
tura de 28 °C.
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Abstract

The degradation of the paraffin P-I for Pseudomonas aerugionsa MGP-1 in submerged mineral
culture was optimized. The microbial growth was determined for viable count and the paraffin
mineralization for CO, Winkler’s method. The effect of carbon source concentration, nitrogen
source type and nonionic surfactant concentration were evaluated on the strain MGP-1 growth
and the mineralization of carbon source.

The major degradation of paraffine P-1 was obtained a 28 °C with 5 g/l of carbon source,

NH,Cl and 3 mM of nonionic surfactant.

Keywords: pseudomonas aeruginosa, paraffines, biodegradation

Introduccion

La contaminacién del medio ambiente es un pro-
blema que afecta la salud de las personas y los
organismos que lo habitan; también disminuye la
calidad y disponibilidad de las materias primas de
las que dependemos para producir productos y
servicios. En México la actividad de extraccién, trans-
porte y procesamiento de petréleo estad dentro de
las cinco primeras causas que deterioran la calidad

del ambiente, en donde los derrames de petréleo
son muy conocidos por sus efectos contaminantes
(Grimaldo, 1997; Salgado-Brito, 1998).

Algunos de los componentes del petréleo que oca-
sionan dicha contaminacion son los hidrocarburos.
Una vez que se derraman en el mar o en las aguas
superficiales, forman una pelicula o capa gruesa
compacta e impermeable que evita el crecimiento
de organismos acuaticos como aves, mamiferos y
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plantas, ya que obstruye el intercambio gaseoso que
impide la respiracién y desvia los rayos luminosos
necesarios para la fotosintesis (Ruza et al., 1984).
De entre los compuestos que forman al petroleo,
las parafinasy los alcanos lineales en general, favo-
recen la formacion de las peliculas debido a su baja
solubilidad en agua y alto peso molecular.

El petréleo derramado en el ambiente se degrada
por procesos fisicos, quimicos y biolégicos (Bouchez-
Naitalf et al., 1998), dentro de estos ultimos la
actividad metabdlica de los microorganismos es fun-
damental para que el derrame pueda ser eliminado.
Existen diferentes géneros de microorganismos de-
gradadores de petréleo como Rhodococcus, Pseudo-
monas, Artrobacter sp, Bacillus sp, Corynebacterium
sp, Clostridium sp, entre otros (Salgado-Brito, 1998;
Valderrama, 1999; Salgado-Brito et al., 2007).

La degradacion de alcanos del petréleo por activi-
dad microbiana es un proceso que ha sido estudia-
do con detalle (Yasuyoshi et al., 1994; So y Young,
1999; Throne-Holst et al., 2006), demostrandose que
existen diferentes géneros microbianos que poseen
la capacidad de degradar parafinas, como Acineto-
bacter sp, Candida lipolyticay Mycobacterium sp.
(Crolla y Kennedy, 2004; Ollar et al., 1990). Dentro
de esta actividad el género Pseudomonas es el mas
referido por su capacidad para la degradacion de n-
alcanos (Salgado-Brito et al., 2007) y las especies que
mas se han estudiado son P. putida, P. fluorescens
y P. aeruginosa. (Singer y Finerty, 1984; Smits etal.,
2002) y Pseudomonas aeruginosa MGP-1 (Cuellar y
cols., 2004). Sin embargo, existen escasas evidencias
de que Pseudomonas aeruginosa posee la capacidad
de degradar parafinas con una longitud de 26 a 28
atomos de carbono y si la tiene, también se desco-
nocen cuales serian las condiciones para estimular
este proceso (Salgado-Brito et al., 2007).

Objetivo

Determinar la concentracién de la fuente de car-
bono, de tritéon X-100 y la fuente de nitrégeno que
se requieren para mejorar la degradacién de la
parafina P-1 por Pseudomonas aeruginosa MGP-1
en cultivo sumergido.
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Método

Medio de cultivo y ajuste del inéculo. Se utilizé
el medio de cultivo mineral M9 (composiciéon todo
en g/l: NH4Cl 2.0, NacCl 0.50, KH,PO, 3.0, Na,HPO,
6.0, MgS0O,4.7H,0 0.49 y CaCl, 0.01). El medio se
esterilizé a 121 °Cdurante 15 minutos, una vez frio
se le adicionaron las soluciones de MgSO,4.7H,0 y
CaCl, que fueron previamente esterilizadas en las
mismas condiciones (Cuellar y cols., 2004).

Como fuente de carbono se utilizé la parafina P-I
(punto de fusion 56-61 °C) y se adiciond al medio
de cultivo en una concentracién de 5 g/l antes de
esterilizarlo (Cuellary cols. 2004). El in6culo fue un
cultivo Pseudomonas aeruginosa MGP-1 desarro-
Ilado en un matraz Erlenmeyer de 250 ml con 100
ml de medio M9 con 5 g/l de parafina P-1 a 28 °C
con agitacién magnética y ajustado a DOgys= 0.2
(equivalente a 6.3x10* UFC/ml) en un espectrofoto-
metro de luz visible y UV Baush and Lomb.

Determinaciéon de la cinética de crecimiento de
la cepa MGP-1 con la parafina P-I como uUnica
fuente de carbono y energia. Se utilizé6 un matraz
Erlenmeyer de 250 ml con 100 ml de medio M9
preparado como se describié en la seccién anterior
y adicionado con una alicuota de 0.1 ml de inoculo
ajustado como previamente se ha descrito (Cuellar
y cols., 2004).

El cultivo se incubé a 28 °C con agitacién magnética
durante 16 dias, y el crecimiento microbiano se
determind por cuenta viable en agar soya triptica-
seina (AST). Como testigos negativos se utilizaron
dos matraces Erlenmeyer de 250 ml con 100 ml de
medio M9, uno contenia parafina P-l en la misma
proporcién mencionada sin el inéculoy el otro con
el inéculo sin la parafina.

Evaluacion de la mineralizacion de la parafina P-1
por la cepa MGP-1. La degradacién de la parafina
se evalu6 utilizando el dispositivo 1SO9439 y mi-
diendo la produccion de CO, mediante la técnica
de Winkler (Pineda-Flores et al., 2004)

Determinacion del efecto de la concentracién de
la fuente de carbono, de nitrégeno y de la con-
centracion de Tritéon X-100 sobre la degradacion
de la parafina P-I por la cepa MGP-1. Las condi-
ciones evaluadas y sus magnitudes se muestran
en la tabla 1.
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Tabla 1. Condiciones evaluadas sobre la mineralizacion de la parafina P-I por la cepa MGP-1

Variable Magnitudes o compuestos evaluados
Concentracion de la fuente de carbono (g/1) 1,2.5,5y75
Fuente de nitrégeno (2 g/l) KNO3, NH4NO3 y NH,CI
Concentracién de Triton X-100 (5 ml/I de la concentraciéon en mM) 0.5,1,2y3

Para evaluar el efecto de cada variable se utilizaron dos sistemas de dos matraces Erlenmeyer de 250
ml, uno para medir el crecimiento de la cepa (las condiciones de incubacion fueron las mismas aplicadas
para obtener la cinética de crecimiento de la cepa MGP-1) y el segundo para evaluar la mineralizacion
de la parafina de la manera descrita anteriormente. Los muestreos se realizaron cada tercer dia durante
dos semanas.

Para el caso de la determinacién del efecto del Triton X-100 se prepararon dos testigos por cada con-
centracion evaluada para determinar si este compuesto puede servir como fuente de carbono y energia
para la cepa MGP-1. Un testigo contenia 100 ml del medio M9, 2 g/l de NH4CI, 5 ml/l de Tritén X-100 a
una concentracién de 3mM vy el inéculo de Pseudomonas aeruginosa MGP-I sin parafina y el sequndo
con 100 ml del medio M9, 5 g/l de parafina P-1, Tritéon X-100 a una concentracién de 3mMy 2 g/l de NH4CI
sin el in6culo de la cepa MGP- (Salgado-Brito, 1998).

Optimizacion de la degradacion de la parafina P-1 por la cepa MGP-1. Una vez determinado el efecto de
la concentracion de la fuente de carbono, de nitrégeno y de la concentracion de Tritéon X-100 sobre la
degradacion de la parafina P-I por la cepa MGP-1, se procedié a optimizar la mineralizacion de la parafi-
na aplicando de manera simultéanea las magnitudes de las variables evaluadas que propiciaron el mayor
crecimiento de la cepa MGP-1y que produjeron la mayor cantidad de CO, de forma individual.

Se utilizaron matraces Erlenmeyer de 250 ml los cuales contenian 100 ml del medio de cultivo M9, 5 g/l de
parafina P-1, 2 g/l de NH,4Cl, 2 ml/l de Tritén X-100 3mM y 0.1 ml del inéculo de Pseudomonas aeruginosa
MGP-1 ajustado como se describié al inicio de la seccion. La mineralizacion de la parafina se determiné
de conformidad con lo descrito anteriormente. Estas determinaciones se realizaron por duplicado de la
misma forma que lo descrito por Salgado-Brito (1998).

Resultados

En la figura 1 se presenta la cinética de crecimiento y de mineralizacién de la cepa MGP-1 con la parafina
como Unica fuente de carbono y energia. En ella se observa una fase de induccién corta, posteriormente
comienza el crecimiento microbiano a partir del dia 6 y sigue en aumento hasta el dia 9. Posteriormente
se observa una disminucion en el crecimiento hasta el dia 20, pasando este tiempo comienza a aumen-
tar nuevamente hasta llegar a una fase de estabilizacion a partir del dia 28 (datos no mostrados en la
grafica).En el caso de la mineralizacion de la parafina P-1 por la cepa MGP-1, se observa un aumento en
la produccién de CO, desde el inicio de la cinética y alcanzé el valor més alto al final de su desarrollo en
donde se registré una produccién de CO, de 1420 pmoles.
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Figura 1. Cinética de crecimiento (a) y de mineralizacion (b) de Pseudomonas aeruginosa MGP-1 con la parafina P-l como Unica fuente de
carbono y energia
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En la figura 2 se muestran las cinéticas de crecimiento utilizando las diferentes concentraciones de P-I.
Se observa que sélo la concentracién de 5 g/l favorecié un crecimiento abundante de la cepa MGP-1. En
el resto de concentraciones probadas su incremento en el crecimiento se mantuvo por debajo de esta
concentraciéon desde el inicio de la cinética.

Con relacién a la mineralizacion se observa que con la concentracién de 1 g/l se obtiene la menor produccion
de CO, (530 pmoles en 12 dias) y la mayor producciéon se presenté con 5 g/l de la parafina (1400 pmoles de
CO,). Como comportamiento general se aprecia que al aumentar la concentracién de la parafina la produccién
de CO, es mayor.

El crecimiento de la cepa MGP-1 y la mineralizacién de la parafina P-1 con las diferentes fuentes de ni-
trogeno empleadas se muestran en la figura 3, donde se observa que el crecimiento mas abundante se
obtuvo al utilizar NH,CI.

La mineralizacion de la parafina P-I por la cepa MGP-1 muestra que no existe una diferencia notable
entre la degradacion de la parafina con las tres fuentes de nitrégeno utilizadas. Se aprecia ligeramente
que la mayor produccién de CO, se presentéd con el NH4Cl posteriormente con KNO3 y por ultimo con el
NH4NOs.
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Figura 2. Cinéticas de crecimiento (a) y de mineralizacién (b) de Pseudomonas aeruginosa MGP-1 con diferentes concentraciones
de parafina P-I
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Figura 3. Cinéticas de crecimiento (a) y mineralizacion (b) de Pseudomonas aeruginosa MGP-1 con diferentes fuentes de nitrégeno
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En la figura 4 se muestra la cinética de crecimiento y de mineralizaciéon de Pseudomonas aeruginosa MGP-1
con las diferentes concentraciones de Triton X-100. Se observa que las gréaficas siguen la misma tendencia: el
numero de colonias de Pseudomonasva en aumento conforme al paso del tiempo. El crecimiento observado
es proporcional a la concentraciéon de Tritén X-100 empleada: a mayor concentracién de tensoactivo el creci-
miento de la cepa también es mayor.

La mineralizacién de la parafina P-1 con diferentes concentraciones de Tritén X-100 muestra que la degrada-
cion determinada es proporcional a la concentracion de Tritén X-100 empleada: a mayor concentracién de
tensoactivo la produccion de CO, también aumenta.

La figura 5 presenta la mineralizacién de la parafina P-I por la cepa MGP-1, donde se observa que desde los
primeros dias se presenta una rapida produccién de CO,, que va aumentando de manera gradual, determinan-
dose una produccion final de 1720 pmoles de CO,. La degradacion de la parafina en condiciones sin optimizar
determiné una producciéon de 1045 pmoles de CO,, y es un valor menor que el obtenido en la optimizacién.

Discusion

En el presente trabajo se confirma que la cepa de Pseudomonas aeruginosa MGP-1 tiene la facultad para
utilizar a la parafina P-1 como Unica fuente de carbono y energia ya que es capaz de crecer y mineralizar a
este sustrato (figura 1) (Cuellary cols. 2004).

Los resultados muestran que la mineralizacion de la parafina es proporcional a su concentracion (figura 2); se
cuantificé la mayor producciéon de CO, con las concentraciones de 5y 7.5 g/l. Con esta Ultima se registraron
925 pmoles de CO, como valor maximo y es menor al obtenido con la concentraciéon de 5 g/l. Este hecho pue-
de originarse por la baja solubilidad en agua y a la tendencia de formar agregados de la parafina P-I cuando
aumenta su concentracién en medio liquido, lo que dificulta la disponibilidad de este sustrato para la cepa
MGP-1 y provoca una menor degradacion.

Figura 4. Cinética de crecimiento (a) y de mineralizacion (b) de Pseudomonas aeruginosa MGP-1 con diferentes concentraciones de Tritén X-100
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Figura 5. Optimizacién de la degradacién de la parafina P-1 por Pseudomonas aeruginosa MGP-1
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La aplicacion de una fuente de nitrégenoy tensoac-
tivos para estimular la biodegradacion del petréleo
crudo es un proceso que ha dado resultados favora-
bles (Wrenn e .al., 1994; Salgado-Brito, 1998), por lo
que se decidi6 probar el efecto de diferentes fuentes
de nitrégenoy concentracién de Triton X-100 sobre
la mineralizacion de la parafina P-I. De acuerdo con
los resultados, KNOs, NH,Cl, y NH4;NO; favorecen la
mineralizacién de la parafina (figura 3) y se observa
que el NH,4Cl produce el mayor crecimiento de la
cepa MGP-1. Esta fuente de nitrégeno forma parte
de la formulacién de otros medios de cultivo que
han sido empleados con éxito para degradar otros
hidrocarburos del petréleo por actividad microbiana
(Salgado-Brito, 1998; Pineda-Flores et al,. 2004).

El Tritéon X-100 es un tensoacitvo no iénico y no toxi-
co para los microorganismos y se ha utilizado para
estimular con éxito la degradacion de fenantreno
por las cepas Sphingomonas yanoikuyae B8/36 y
Pseudomonas sp (Allen et al., 1999), sin embargo no
se ha evaluado la funcién del Triton X-100 sobre la
degradacion de parafinas. Las cinéticas de la figura
4 muestran que Pseudomonas aeruginosa MGP-1
tiene un mejor crecimiento y mineralizacion de la
parafina P-1 con una concentracién de 3mM del
tensoactivo, incluyendo a los testigos empleados.
Con esto se confirma que la adicién de Triton X-100
en cultivo sumergido favorece la degradacién de la
parafina P-1 (Salgado-Brito, 1998).

De acuerdo con los resultados anteriores, se selec-
cioné la fuente de carbono de 5 g/, NH,Cl como
fuente de nitrogeno y el Triton X-100 a 3mM para
optimizar la degradacion de la parafina P-1. En la
figura 5 se observa claramente que se aumenta la
produccién de CO, por la degradacion de la para-
fina en las condiciones éptimas y esta diferencia
se produce por la adicién del tensoactivo, ya que
el medio sin optimizar contiene tanto la misma
concentracion de parafina como la fuente de nitré-
geno que el medio optimizado, iguales resultados
al adicionar el tensoactivo han sido obtenidos por
Salgado-Brito (1998).

Conclusion

Pseudomonas aeruginosa MGP-1 es capaz de
mineralizar la parafina P-I; se establecieron las
condiciones para aumentar este proceso en cultivo
sumergido. La cepa y las condiciones reportadas
podrian ser utilizadas para estimular la degradacion
y eliminacion de derrames de petréleo con alto con-
tenido de n-alcanos en ambientes acuaticos.

Por otra parte, para aumentar la utilidad de lo
reportado serd necesario demostrar que la cepa de
Pseudomonas aeruginosa MGP-1 es capaz de mine-
ralizar la parafina P-l en condiciones diferentes al
del cultivo sumergido, como en suelo o sedimento,
para ampliar su aplicacién a este tipo de ambientes
contaminados. @
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