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Resumen

La degradacion de parafinas derivadas de petroleo es de interés para la industria petrolera
mexicana, ya que la concentracion de hidrocarburos saturados e insaturados, lineales o ra-
mificados, en los diferentes tipos de petréleo mexicano es cercano al 35%. Por otra parte, de
la degradacion de parafinas lineales se pueden obtener productos de interés industrial y far-
macéutico como el dcido palmitico, dcidos dicarboxilicos, derivados de imidazoles, etcétera.
Debido a que las bacterias se asocian a infecciones, es necesario identificar y caracterizar mi-
croorganismos utiles en procesos biotecnoldgicos para garantizar la sequridad. Se aislé una
bacteria gram positiva capaz de utilizar como Unica fuente de carbono y energia una mezcla
de parafinas; la identificacion de la cepa se realizé6 mediante la caracterizacion bioquimica y
fisiolégica siguiendo el Criterio de Cowan y de Norris. La caracterizacion molecular se realizé
mediante ITS-PCR. De acuerdo con la caracterizacion bioquimica, fisiologica y molecular, la
cepa aislada fue Bacillus licheniformis.
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Abstract

The paraffin degradation from petroleum is of interest for the Mexican oil industry since
the concentration of saturated and unsaturated hydrocarbons, linear or branched in the
different Mexican types of petroleum is near 35%,; on the other hand products of industrial
and pharmaceutical interest like as palmitic, dicarboxylic acid derivatives of imidazols, etc.
can be obtained from the linear paraffin degradation. As bacteria are frequently related to
infections, it is necessary to identify and to characterize microorganisms that are useful in
biotechnological processes to guarantee security. A gram positive bacterium capable of us-
ing only a paraffin mixture as a carbon source and energy was isolated. The identification
of the strain was made through a biochemical and physiological characterization, following
the Criterion of Cowan and Norris. The molecular characterization was made by ITS-PCR. Ac-
cording to the biochemical, physiological and molecular characterization the isolated strain
was Bacillus licheniformis.

Keywords: Bacillus licheniformis, paraffin, alkanes oxidation, hydrocarbons.
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Introduccion

Las bacterias pueden usar alcanos de cadena media
como fuentes de carbono y energia (Marin et. al.,
2000; Salgado-Brito, 1998). La oxidacion bacte-
riana de los alcanos es un fenédmeno comun en
suelo y agua, y es un proceso muy importante en
términos de los ciclos geoquimicos. La cantidad de
alcanos que se pueden encontrar en el ambiente
por afio se estima en varios millones de tonela-
das, debido a fugas y a derrames de petréleo, sin
ser menos relevantes los alcanos producidos por
plantas, algas y otros organismos, ya que éstos se
encuentran disponibles para las bacterias en toda
la biosfera (Smits et. al., 2003; Salgado-Brito et.
al., 2007).

Los alcanos comprendidos entre 13y 20 Chan sido
oxidados por bacterias de los géneros Pseudo-
monas (Singer y Finnerty, 1984; Salgado-Brito et.
at., 2007), Acinetobacter (Singer y Finnerty, 1984;
Maeng et. al., 1996; Geipdorfer et. al., 1999), Ar-
throbacter (Radwan et. al., 1996) y Bacillus (Klug
y Markovetz, 1971 y Kachholz y Rehm, 1977). Los
géneros bacterianos que oxidan parafinas con mas
de 20 atomos de carbono reportados son muy po-
cos. Entre ellos estdn Acinetobacter sp. cepa HO1-N
(Micococcus cerificans) (Klug y Markovetz, 1971),
Acinetobacter sp. cepa M-1 (Maeng et. al., 1996),
Arthrobacter nicotianae cepa KCCB35 (Radwan
et. al., 1996), Rhodococcus sp cepa Q15 (Whyte et.
al., 1998) y Pseudomonas aeruginosa cepa MGP-1
(Cuellar et. al., 2004; Salgado-Brito et. al., 2007).

Una de las industrias mas importantes de México
es la petrolera; el petréleo mexicano crudo posee
un alto contenido de parafinas, las cuales ocasio-
nan problemas en el taponamiento de tuberias
al extraer y transportar el crudo, debido a que el
equilibrio natural con el aceite de la formacién
puede perderse por cambios de presién y tempe-
ratura. Por otra parte, la extraccion y refinacion del
petréleo en muchos casos trae como consecuencia
la contaminacién del ambiente y, en este sentido,
diversos grupos de investigadores han demostrado
que los sitios contaminados con petréleo o deriva-
dos del mismo pueden recuperase con la ayuda de
microorganismos, en procesos de bioremediacion
o biorestauracion (Salgado-Brito, 1998).

En los ultimos afos ha surgido un gran interés en
la utilizaciéon de microorganismos para aumentar

la recuperacion terciaria de petroleo crudo, debido
a las potencialidades que diversas especies bac-
terianas presentan, como son i) la produccion de
gas (CO,, Hy, CH,y Ny) que incrementa la presiény
reduce la viscosidad del petréleo; ii) produccién de
acidos orgdnicos que disuelven la roca, incremen-
tando la permeabilidad absoluta; iii) produccién
de agentes que disminuyen la tension superficial
interfacial y iiii) el rompimiento de hidrocarburos
por accion enzimatica, con lo que se reduce la vis-
cosidad del petroleo (Anderson et. al., 1986).

En el laboratorio de microbiologia de la Universi-
dad Simén Bolivar se aislé una cepa gram positiva
a partir del cultivo de una cepa degradadora de
parafinas. El aislamiento y caracterizacion de
microorganismos de interés biotecnolégico es
de suma importancia porque se ha demostrado
que bacterias aisladas del ambiente pueden ser
patdégenas para el hombre, animales y plantas.
La identificacion de los microorganismos puede
permitir evaluar la patogenicidad y virulencia de
una cepa, asi como su uso y aplicacién en procesos
biotecnoloégicos; si la cepa es un patdégeno verda-
dero, se debera reconsiderar su uso en procesos
biotecnoldgicos.

Objetivo

Identificar y caracterizar una bacteria aislada de un
cultivo, cuya Unica fuente de carbono es una mezcla
de parafinas, para determinar su inocuidad.

Método
Aislamiento

La bacteria fue aislada mediante la técnica de ais-
lamiento cuantitativo por diluciéon y sembrado, en
placas de agar soya y tripticaseina, por dispersion
con varilla de vidrio, a partir de un cultivo de Pseu-
domonas aeruginosa MGP-1 en medio M9 (Cuellar
et. al., 2004), cuya Unica fuente de carbono fue
una mezcla de parafinas denominada Pl (punto de
fusién 56-61 °C). Posteriormente se obtuvo el cultivo
puro, por estria cruzada, en agar soyay tripticaseina
y agar gelosa sangre al 5%. La cepa fue identificada
como BDP.
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Se determiné la morfologia colonial de la cepa, en
medios de cultivo en placas de petri y en cultivos
liquidos. Los medios en los que se determind la
morfologia colonial se presentan en la tabla 1. En
estos medios se sembré la cepa por estria cruzada;
los caldos de cultivo se inocularon con una asada de
la cepa (ver tabla 2) y la morfologia microscépica
se determiné mediante las tinciones de Gram y de
Schaeffer-Fulton.

Identificacion bioquimica y fisiolégica

La identificacién del género bacteriano se hizo
siguiendo el criterio de Cowan (Salgado-Brito,
1998) y para identificar la especie se siguieron las
pruebas sugeridas por Norris et. al. (1981).

Ademéas de las pruebas sugeridas por Cowan
(Salgado-Brito, 1998) y Norris (Norris et. al., 1981),
se realizaron las pruebas de la tabla 6 con la fina-
lidad de conocer y caracterizar la fisiologia de la
cepa. Cada unade las pruebas fue realizada segun
Koneman (1999).

Extraccion y purificacion del DNA genémico

A partir de 12 ml de un cultivo de la cepa en Caldo
Soya Tripticaseina, con una absorbancia de 0.8 a
600nm, se obtuvieron las células centrifugando el
cultivo a 4500 rpm durante 15 min. El sobrenadante
fue desechado y las células se lavaron tres veces
con Tris-HCl 10mM a pH de 8, EDTA 1TmM y Nadl
100mM; después del tercer enjuague, las células
se resuspendieron con 500 pl de la misma solu-
cion y se centrifugdé nuevamente a 4500 rpm por
5 min. Se eliminé el sobrenadante y las células se
resuspendieron en 500 pl de una solucién amorti-
guadora TES (Tris-HCI 35mM a pH de 8; sacarosa 25
mM EDTA 25 mM). Los lisados fueron incubados
con 100 pl de lisozima (1mg/ml) a 37°C por una
hora. Pasado el tiempo se agregd a cada uno de
los tubos 100 pl de Dodecil sulfato de sodio (SDS)
al 2%; las mezclas fueron agitadas mecanicamen-
te y se incubaron a 50°C por 15 min. Después de
este tiempo se agregaron 100 pl de NaCl 1 M; la
mezcla se incubé nuevamente a 50 °C durante 5
min, para posteriormente incubar durante toda
la noche a 4 °C.

Las muestras fueron descongeladas y el DNA se
precipité adicionando 500ul de etanol absoluto
frio; la mezcla se centrifugé a 14000 rpm durante
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20 min. Se eliminé el sobrenadante y la pastilla se
resuspendié en 500ul de amortiguador TE (Tris-
HCl 10 mM pH 8 y EDTA 1 mM). Después de una
completa disolucién de las pastillas, las muestras
fueron sometidas a tres extracciones fendlicas
[fenol — cloroformo- alcohol isoamilico (25:24:1) pH
8.0] volumen a volumen. Para eliminar los restos
de fenol, se realizdé una extraccion con cloroformo
volumen a volumen. Se recuperé la fase acuosa y
el DNA se precipité con 600 pl de etanol absoluto
a-20°Ctodala noche. Al siguiente dia las muestras
se centrifugaron a 14000 rpm durante 20 min. A
cada una de las pastillas se les adicioné 1 ml de
etanol al 70% e inmediatamente después se centri-
fugaron a 14 000 rpm por 5 min. El sobrenadante
fue desechado y el DNA fue resuspendido en 60yl
de agua estéril (Kalman et. al., 1993).

Electroforesis en geles de agarosa

Para analizar las moléculas de acidos nucleicos,
éstas se separaron por electroforesis en geles de
agarosa (Sigma-Co) al 1.0% en amortiguador Tris-
acetato-EDTA (TAE 1X: tris-acetatos 40 mM, EDTA 1
mM pH 8.0); como marcador de tamafio molecular
se utilizé una escalera de moléculas de DNA en
multiplos de 500 pares de bases (pb). Los acidos
nucleicos se tiferon con bromuro de etidio (EtBr
0.5 pg/ml); se visualizaron bajo luz ultravioleta y se
fotografiaron y digitalizaron las imagenes con un
equipo EDAS-Kodak, durante %2 seg de exposicion
(Ausubel et. al., 1989).

Identificacion molecular por ITS-PCR

Para la identificacién de la cepa Bacillus se empled
la técnica de ITS-PCR (Polimerasa Chain Reaction
- Inintergenetic 165-23S Transcribed Spacer) para
lo cual se utilizaron los iniciadores especificos de
regiones espaciadoras intergénicas para la especie
B. liqueniformis, S-D-Bact-1494-a-5-20 (5'- GTCGTA-
ACAAGGTAGCCGTA- 3') y L-D-Bact-0035-a-A-15 (5'-
CAAGGCATCCACCGT- 3') (Daffonchio et. al., 1998).

El ensayo de PCR se llevé a cabo en un termocicla-
dor Touchgene Gradient, Techne Duxford (Cam-
bridge, U.K.). La reaccién incluyé una alicuota de
4 pyl de DNA gendmico como moldey los siguientes
componentes: 4 pyl de amortiguador de PCR 10X,
3 plde 1.5 mM de MgCl,, 0.5 pyl de d’'NTPs 25 mM,
0.5 pl de cada uno de los iniciadores y 2 U de
TagPolimerasa (Applied Biosystems"®), por cada
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reacciéon completando con agua estéril para un volumen de 50 pl. Las condiciones de la reaccién fueron:
desnaturalizaciéon a 94° C por 1 min; 35 ciclos de 94° C por 4 min; 52°C por 1 min, respectivamente, y 72°
C por 2 min, finalizando por un periodo de extensién adicional de 8 min a 72° C.

Los productos amplificados fueron visualizados por electroforesis en geles de agarosa al 1.5% en amor-
tiguador Tris-acetato-EDTA (TAE 1X: tris-acetatos 40 mM, EDTA 1 mM pH 8.0); como marcador de tamafio
molecular se utilizdé una escalera de moléculas de DNA en multiplos de 100 pb.

Resultados
Aislamiento

En la tabla 1 se muestra la morfologia colonial de la cepa BDP, en los medios de cultivo en los cuales pudo
crecery aislarse.

En la mayoria de medios de cultivo simples, con fuente de carbono, nitrégeno y fosforo, pueden crecer
sencillas y pequefias cantidades de sales, como en el agar cuenta estandar (ACE); en medios enriquecidos
como el AST o el AGS, donde bacterias gram positivas y negativas crecen muy bien, también la cepa lo hace
eficientemente. En el medio AGS se observa que la cepa produce hemolisinas, ya que existe un halo de he-
molisis alrededor de las colonias. También puede utilizarse ASM como medio de cultivo especifico para los
estafilococos, donde se pudo ver que la cepa es fermentadora de manitol y resistente al 7.5% de NaCl. En el
MAC especifico para bacterias gram negativas no crecio; por lo tanto puede ser sensible a las sales biliares,
inhibidor de gram positivas en este medio.

Tabla 1. Crecimiento de la cepa BDP en diferentes medios de cultivo en placa.

Medio Crecimiento Morfologia Colonial

Colonias grandes, color beige, arrugadas, de

Agar Soyay Tripticaseina (AST) * bordes irregulares, de aspecto seco.

Colonias grandes, color beige, arrugadas, de

Agar Cuenta Estandar (ACE) * bordes irregulares, de aspecto seco.
Colonias grandes, color beige, arrugadas, de
Agar gelosa sangre al 5% (AGS) + bordes irregulares, de aspecto seco, producen

hemodlisis.

Colonias grandes, brillantes, lisas de color ama-
Agar sal y manitol (ASM) + rilloy aspecto hiumedo; fermentan el manitol y
resisten 7.5% NacCl.

Agar MaConkey (MAQ) -

+ crecimiento, - no crecimiento

La figura 1 muestra la morfologia colonial tipica y microscépica de la cepa BDP. Gracias a la tincion de Gram
se determind que es un bacilo gram positivo; produce un material extracelular en abundancia que permite
ver el campo naranja, ya que el polimero producido retiene la safranina.
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Figura 1 a) Morfologia colonial b) Morfologia microscépica de la cepa BDP.

a) b)

En la tabla 2 se describe el crecimiento de la cepa en algunos de los caldos en los que se sembré; como puede
verse nuevamente, el microorganismo no es exigente en cuanto a requerimientos nutricionales, ya que es
capaz de creer en medios simples como el caldo nutritivo y caldos mas nutritivos como el caldo soya y triptica-
seina. Es importante sefialar que en caldos simples y en medios de cultivo medianamente selectivos, como los
caldos rojos de fenol, la cepa crece sélo en la superficie del tubo, mientras que en caldos enriquecidos como
el soya y tripticaseina o infusién cerebro corazén, BDP crece homogéneamente en todo el tubo, lo cual fue
importante para escoger en qué medio se cultivaria la cepa para la extraccion del ADN gendémico y obtener
un buen rendimiento para los estudios de identificacion molecular.

Tabla 2. Crecimiento de la cepa BDP en diferentes caldos de cultivo y a diferente tiempo.

Caldo de cultivo Descripcion a 24 hrs. Descripcion a 48 hrs.

Poco crecimiento superficial, Poco crecimiento superficial

Rojo de Fenol con glucosa sin turbidez y fermenta la glucosa

Poco crecimiento superficial

. . Crecimiento superficial
y en las paredes del tubo, sin turbidez P

Nutritivo

Poco crecimiento superficial Mayor crecimiento superficial

Soya Tripticaseina con mucha turbidez y mayor turbidez

Identificacion bioquimica y fisiolégica

La tabla 3 muestra los resultados obtenidos realizando las pruebas bioquimicas del Criterio de Cowan. La
cepa BDP es un bacilo gram positivo formador de esporas (ver figura 2) que crece en condiciones aerobias y
anaerobias; es catalasa y oxidasa positiva; fermenta la glucosa produciendo acido y gas y tiene un metabolismo
catabdlico fermentativo. Por lo tanto, la cepa BDP pertenece al género Bacillus.

En la tabla 4 se muestran las pruebas sugeridas por Norris et. al. (1981) para identificar diferentes especies de
Bacillus. Las pruebas importantes para la identificacion de la especie del Bacilo fueron el crecimiento a 50 °C
pero no a 65 °C, la reduccién de nitratos a nitritos y las hidrolisis de almidén y caseina. La tabla 5 muestra la
tabla llave con la cual se determiné que la cepa corresponde a Bacillus liqueniformisy la tabla 6 muestra otras
pruebas bioquimicas y fisiologicas que se realizaron a la cepa BDP. Estas pruebas apoyaron la identificacién;
sin embargo, no fueron las pruebas mas importantes para identificar la cepa.
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Tabla 3. Comparacion de los resultados obtenidos de las pruebas sugeridas por Cowan y la cepa BDP. + Positivo; - Negativo v

Variable dependiendo de la especie.

Prueba Género: Bacillus Cepa BDP
Tincion de Gram gram positivo gram +
Forma Bacilo Bacilo
Acido Resistencia - -
Esporas + +
Movilidad \Y +
Crecimiento Aerobio + +
Crecimiento Anaerobio \% -
Catalasa + +
Oxidasa + +
Produccién de Acido a partir de Glucosa + +
O/F F F

Figura 2. Producciéon de esporas de la cepa Bacillus.

Espora

Tincion de gram sélo de las esporas; no se observan los bacilos gram positivos caracteristicos de este género.
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Tabla 4. Identificacion bioquimica de Bacillus /icheniformis.
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B. licheniformis + + + + + - + + - - \Y, + + -
B. licheniformis cepa BDP + + + + + + + + - - + + + ?

Tabla 5. Llave para identificar a Bacillus licheniformis de acuerdo con Norris et. al. (1981).

RUTA BIOQUIMICA DE IDENTIFICACION

1.- Catalasa: positivo....... 2
negativo......
2.- Prueba Voges-Proskauer: positivo....... 3

negativo......

3.- Crecimiento en Agar Anaerobio: positivo.....4

negativo...
4.- Crecimiento a 50°C: positivo.......... 5
negativo.........
5.- Crecimiento en NaCl a 7%: positivo........ B. licheniformis
negativo......

Identificacion molecular por ITS-PCR

A partir del DNA gendémico bacteriano se amplificaron dos fragmentos de 360 y 400 pb que corresponden a
las regiones intergénicas de los genes 16S y el 23S del RNA ribosomal (RNAr) (ver figura 3). Los fragmentos
identifican a la especie B. liqueniformis, presentando el mismo patrén electroforético que las especies repor-
tadas por Daffonchio et. al. (1998).

Tabla 6. Pruebas bioquimicas y fisioldgicas realizadas a la cepa BDP.

Prueba Resultados
Utilizacion de Citrato -
(Medio de cultivo citrato de Simona)
Fermentacion de Glucosa y Lactosa Glucosa +
(Medio Kliger) Lactosa -
Fermentacion de Glucosa, Sacarosa y Lactosa Glucosa +
(Medio de TSI) Sacarosa +
Indol -
Movilidad +
Descarboxilacion de Lisina +
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Catalasa al 3% +
Catalasa al 8% +
Produccion de acido a partir de sacarosa +
Produccion de acido a partir de xilosa +
Reduccion de Nitratos +

Licuefaccion de Gelatina -

Hidrdlisis de la caseina +

Crecimiento a 4° C----------- .

Figura 3. Amplificacién por PCR de las regiones intergénicas espaciadoras del 16 y 23S del RNA ribosomal (RNAr) de B.
licheniformis BDP.

1 2 1 2

400

400 330

330 pb

A

Panel (A) - Carril 1.- escalera de moléculas de DNA en multiplos de 100 pb utilizada como marcador de tamafio molecular.
Carriles 2 y 3.- amplificacion en la cual se us6 como molde DNA de Bacillus licheniformis de las cepas 145807, 3.2. 61.1,
75.2, F14 y MP3, obtenidas por Daffonchio et. al. (1998). Panel (B) - Carril 1.- escalera de moléculas de DNA en multiplos
de 100 pb utilizada como marcador de tamafio molecular. Carriles 2 y 3.- amplificacion en la cual se usé como molde
DNA de Bacillus licheniformis de la cepa BDP. Las muestras fueron analizadas en geles de agarosa al 1.5% preparados en
amortiguador TAE 1X.
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Discusion

La identificacion de las cepas de interés biotec-
nolégico es de suma importancia para garantizar
la seguridad del ser humano, animales, plantas y
ecosistemas; algunas bacterias utilizadas en pro-
cesos biotecnolégicos han sido identificadas como
patégenos oportunistas, por lo que aln se cuestiona
su utilidad (Salgado-Brito et. al., 2007).

Las pruebas del criterio de Cowan ayudaron a
identificar el género de la cepa BDP, estableciendo
asi que pertenece al género de Bacillus. La identi-
ficacion hasta este nivel resulté ser muy sencilla, ya
que no existe otro género de bacterias en forma de
bacilo que produzcan esporas y puedan crecer en
condiciones de aerobias (ver tabla 3).

El género Bacillus se encuentra ampliamente dis-
tribuido en la naturaleza. Por ejemplo, el manual
Bergey’s de bacteriologia sistematica reconoce 40
especies bien caracterizadas, aun cuando se reco-
noce que puedan existir mas de 200 especies no
caracterizadas (Slepecky y Hemphill, 2006).

Algunos de los géneros bacterianos que degradan
productos derivados del petréleo y pueden ser paté-
genos oportunistas son Pseudomonas (Ambrosi et.
al., 2005; Usher, 2002; Salgado-Brito et. al., 2007),
Klebsiella, Serratia, Acinetobacter (Salgado-Brito,
1998), Corynebacterium, Clostridium, Mycobacte-
rium, Nocardia y Bacillus, por mencionar algunos
(van der Linden y Thijsse, 1965; Klug y Marcovetz,
1971; Radwan y Sorkhoh, 1993).

Dentro del género de Bacillus sélo dos especies se
consideran patégenos para el hombre: B. cereus'y
B. anthracis. Esta Ultima especie es reconocida como
patégena de ganado vacuno; por tanto, fue necesario
identificar la especie de Bacillus BDP para garantizar
que la utilizacion de la cepa es segura. La identifica-
cién de esta especie requirio realizar diversas pruebas
bioquimicas y fisioldgicas; siguiendo el criterio de
Norris et. al. (1981) se logré la identificacion de la cepa
BDP como Bacillus licheniformis (ver tablas 4 y 5). La
identificacion molecular fue igual a la identificacién
bioquimica y fisiolégica. Los resultados de la amplifi-
cacion de los fragmentos de 360 y 400 pb que corres-
ponden a las regiones intergénicas de los genes 16S
y el 23S del RNA ribosomal (RNAr), obtenidos en este
trabajo, son similares a los obtenidos por Daffonchio
et. al. (1988) para las seis cepas de B. licheniformisque
él 'y sus colaboradores identificaron.
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Bacillus licheniformis es reconocido al igual que
otras especies mas de Bacillus como bacteria de
interés biotecnoldgico ya que a partir de esta espe-
cie se obtiene el antibidtico bacitracina (Slepecky y
Hemphill, 2006).

La heterogeneidad fisioldgica del metabolismo del
género Bacillus es bien conocida; sin embargo, hasta
la fecha el género de B. licheniformis no se ha repor-
tado como degradador de parafinas, por lo cual es
de suma importancia caracterizar su capacidad para
degradar compuestos derivados del petréleo y no
solo de parafinas sino también de otros compuestos
que puedan estar contaminando el ambiente, ya que
otras especies de Bacillus como B. thermoleovorans,
B. benzoevoransy B. gordonae han sido reportados
como degradadores de hidrocarburos y compuestos
aromaticos hidroxilados, incluido el fenol (Slepecky
y Hemphill, 2006). Las pruebas bioquimicas y fisiol6-
gicas de las tablas 1, 2 y 6 nos ayudan a caracterizar
la fisiologia de la cepa Bacillus licheniformis BDP y a
determinar bajo qué condiciones podremos utilizar
la cepa para degradar parafina o bien para obtener
productos de interés industrial o farmacéutico (Ishige
et. al., 2002; Mikolasch et. al., 2003; Gao et. al., 2005;
Salgado-Brito et. al., 2007).

Conclusion

La cepa BDP fue identificada como Bacillus liche-
niformis; hasta ahora esta bacteria no ha sido
reportada como patdgena y, por lo tanto, puede
ser utilizada para procesos biotecnolégicos de de-
gradacién de parafinas. &
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