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Resumen

Los alcanos son el mayor componente de cualquier petréleo crudo. Bacterias, animales y
plantas producen también estos compuestos. Cuando los n-alcanos sdlidos, también llamados
parafinas, son derramados al ambiente, forman una densa capa en la superficie que impide
el transporte de oxigeno y nutrientes, afectando la calidad y funcionalidad del suelo. Los
informes de bacterias que degradan parafinas son escasos; por tanto, resulta de interés el
hecho de que Pseudomonas aeruginosa MGP-1 pueda degradar queroseno, diesel y otros
compuestos con alto contenido de alcanos. En este trabajo se determiné que Pseudomonas
aeruginosa MGP-1 utiliza y degrada n-alcanos entre 11 y 40 4tomos de carbono. La rapidez
para degradar dichos compuestos disminuye conforme la cadena hidrocarbonada aumenta
o disminuye alrededor de C20. En este estudio también se desarroll6 un método facil y con-
fiable de cromatografia de gases para cuantificar los n-alcanos, el cual se usoé para analizar
la eficiencia de la degradacion de los mismos por el microorganismo estudiado.
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Abstract

Alkanes are the principal component of petroleum. Bacteria, animals and plants also produce
these components. When the solid n-alkanes, also called paraffins, are spilt onto the field,
they form a dense layer on the surface that hinders the oxygen and nutrients transport,
affecting the quality and functionality of the soil. Only a few bacteria have been reported
to be able to degrade paraffins, therefore it is surprising that the Pseudomonas aeruginosa
MGP-1, a strain isolated from petroleum contaminated soil in a previous study, can degrade
kerosene, diesel and other compound with a high content of alkanes. In the present study
the uses and degradation of n-alkanes between 11 and 40 carbon atoms by Pseudomonas
aeruginosa MGP-1 were analyzed. The speed to degrade and to oxidize these compounds
diminishes as the hydrocarbon chain increases or diminishes around C20. In this study, a fast
and reliable quantification method of GS chromatography was also developed. It was used
to analyze the degradation efficiency of each alkane by the tested strain.

Keywords: degradation, alkanes, Pseudomonas aeruginosa MGP-1.
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Introduccion

En el medio ambiente y especialmente en sitios
contaminados con petréleo, es posible aislar micro-
organismos capaces de degradar hidrocarburos aro-
maticos monoy polinucleados, o bien, hidrocarburos
alifaticos como los n-alcanos. (Bosserty Bartha, 1984;
Foght et.al., 1989; Leahy y Colwell, 1990; Westlake
et.al.,1974; Whyte et.al.,1996; Whyte et.al.,1997).

Numerosas bacterias son capaces de crecer sobre
alcanos gaseosos y liquidos (Ratajczak et.al., 1998;
Hamamura et.al., 1999); pero existen muy pocos
reportes acerca de la capacidad para degradar
n-alcanos solidos (parafinas) con cadena mayor a
C18 (Sakai et.al., 1994; Whyte, et.al., 1998). Haines
y Alexander (1974) fueron los primeros en reportar
que n-alcanos de siete a 44 &tomos de carbono fue-
ron metabolizados por algunos microorganismos, si
bien se han reportado cuatro géneros bacterianos
con capacidad para usar n-alcanos con mas de 20
atomos de carbono.

Por su parte, Sakai et al., (1994) demostro el uso de
n-alcanos de cadena larga (C13-C44) por Acineto-
bacter sp. M-1; mientras que Lai y Khanna (1996)
investigaron la mineralizacion de octacosano por A.
calcoaceticus S30. Pero Radwan et.al., (1996) reporté
crecimiento de Arthrobacter nicotianae KCCB35
sobre n-alcanos de C10 a C40 como Unica fuente
de carbonoy energia. De igual forma, se determiné
que Rhodococcus sp. cepa Q15 es capaz de degradar
n-alcanos purosy diesel a bajas temperaturas, mine-
ralizando dodecano y hexadecano asi como alcanos
con 28y 32 carbonos (Whyte et.al., 1998).

El género de Pseudomonas es bien conocido por su
capacidad para degradar hidrocarburos aromaticos
y alifaticos (Fish et.al., 1982; Parekh et.al., 1977;
Rosenberg, 1992; Whyte et.al., 1997). Los n-alcanos
susceptibles al ataque microbiano comprenden desde
el metano hasta el heptadecano, por las especies de P
methanica, (CH,4) P. oleovorans (C5-C12) y Pseudomo-
nas aeruginosa (C12-C17); sin embargo, no se ha re-
portado ninguna cepa de este género con capacidad
para degradar n-alcanos sélidos (Singer y Finnerty,
1984). En un trabajo previo se aislé6 Pseudomonas
aeruginosa MGP-1 a partir de suelo contaminado
con hidrocarburos y se demostré que crece y degra-
da queroseno; en el presente trabajo se investigd su
capacidad para degradar n-alcanos y la preferencia
que tiene sobre éstos (Grimaldo, 1997).

Objetivo

Determinar la capacidad de Pseudomonas aerugi-
nosa MGP-1 para degradar n-alcanos.

Método
Utilizacion de alcanos

Se determind la utilizacion de los alcanos puros:
pentano (Cs), hexano (Cg), heptano (C5), octano (Cg),
nonano (Cy), decano (Cyp), undecano (Cq4), dodecano
(C4,), tetradecano (Cy4), hexadecano (Cyg), eicosano
(Cy0), tetracosano(Cy,), triacontano (Cs), dotriacon-
tano (Cs,), hexatriacontano (Czg) y tetracontano (Cyg)
en el medio mineral M9 (Sambrook et.al., 1989). Este
se prepar6 con (g/L): 6 de Na,HPO,, 3 de KH,POy,,
0.5 de NaCl, 2.0 de NH,CIl. Se esterilizé a 121°C,
15lb de presion durante 15 min.; posteriormente se
le adicionaron 2.0 ml/L de una solucién de MgSO,
7H,O 1My 100pl/L de CaCl, 1M, ambas soluciones
esterilizadas previamente.

Los cultivos para determinar la utilizacién de alcanos
y las cinéticas de crecimiento se realizaron en matra-
ces con 50 ml del medio mineral M9 con 1% de los
alcanos puros y un inéculo 500 pl de un cultivo de
Pseudomonas aeruginosa MGP-1, con una turbiedad
de entre 200-300 Unidades Klett (UK), medida en un
fotocolorimetro Klett con filtro azul. Los cultivos se
incubaron a temperatura ambiente con agitacién de
150 rpm; su crecimiento se midié determinando las UK
medidas en un fotocolorimetro Klett con filtro azul a
diferentes tiempos hasta que se alcanzé el maximo
crecimiento. Los testigos negativos para evaluar creci-
mientoy degradacién no fueron inoculados. También
se prepard un testigo sin fuente de carbono.

Cuantificacion de n-alcanos por cromatografia
de gases

Primero se seleccion6 el solvente para extraer las
fases orgdnicas de los cultivos de acuerdo a Salgado-
Brito (1998) utilizando benceno, diclorometano,
tetracloruro de carbono y tolueno, asi como los
alcanos Cqg, Cog, C30 Y Cho. Una vez seleccionado el
solvente que permitiera extraer el mayor porcentaje
de alcanosy considerando sus caracteristicas quimi-
cas, se probaron dos alternativas para cuantificar
los alcanos por cromatografia de gases, utilizando
dos columnas con dos rampas de temperatura en
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el horno y diferentes temperaturas tanto en el inyector como en el detector, de acuerdo con las rampas
probadas.

Los mismos alcanos utilizados en la seleccién del disolvente se emplearon para estandarizar y montar los
métodos cromatograficos; cada alcano se extrajo con diclorometano y benceno, cada extracto se analizé en

cada una de las columnas y en cada una de éstas se probaron las dos rampas de temperatura (ver tabla 1).

Tabla 1. Condiciones para el analisis y cuantificacion de n-alcanos por cromatografia de gases.

CONDICIONES N-ALCANOS N-ALCANOS
PENTANO (Cs) A TETRACOSANO TRICONTANO (C30) A TETRACONTANO (Cyp)
Columna Capilar marca Quadrex de silica fundida. Capilar marca Perkin Elmer - 5 de silica fundida.
50% fenil metilpolisiloxano. 30 m 5% fenil, metilpolisiloxano.
de longitud y 0.32 mm de didmetro interno | 30m de longitud- 0.53mm de didmetro interno
y 0.5um de pelicula. y 0.5pm de pelicula.
Gas acarreador Nitrégeno 10psi Nitrogeno 10psi
Rampa de temperatura del horno 70°C, 5min 55°C 5 min.
70°C- 250°C en 10°C/ min. 55-280°C 5 min.
Rampa de 3°C/min hasta 310°C.
Inyector manual Inyeccién 1l Inyeccion 1l
Split y volumen de inyeccion 250°C 310°C
Detector 280°C 310°C

lonizacion de flama

Tiempo de corrida 30 min. 75 min.

Degradacién de n-alcanos

La degradacién de los alcanos se hizo en cultivo por lote y por duplicado. Antes de llegar a la fase estacionaria
de crecimiento se extrajo la fase orgdanica tres veces en un embudo de separacién con diclorometano a los
cultivos con Cq1 y hasta Cy4, y con benceno a los que tenian de C3q hasta Cy4. Las fases organicas fueron colec-
tadas en matraces y deshidratadas pasandolas a través de un papel filtro Wathman 1 con Na,SO,4. Después
se concentraron las muestras por destilacion con un rotovapor. Para analizar las fases orgdnicas residuales se
inyecté 1 pl de la fase orgénica en un cromatégrafo de gases (Perkin Elmer AutoSystem XL, con detector de
ionizacién de flama), conforme a los datos de la Tabla 1.

Analisis estadistico

Los resultados referentes a los porcentajes de degradacion se analizaron estadisticamente por analisis de
varianza (ANOVA), utilizando una distribucion de tipo normal con el programa GLIM version 3.77.

Resultados
Utilizacion de alcanos

Pseudomonas aeruginosa MGP-1 utilizé6 como fuente de carbonoy energia n-alcanos con 11y hasta 40 &tomos
de carbono. El mas pequerio en el que crecié fue el Cy;, y el mas grande el C4p. Los alcanos con 5 a 10 &tomos
de carbono no fueron utilizados como fuentes de carbono y energia. En el estudio cinético se encontré que el
mejor crecimiento se obtuvo al cultivar la cepa con C,. Lo opuesto se obtuvo con alcanos de 30 a 40 &tomos
de carbono (ver figura 1).
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Las cinéticas muestran que conforme disminuye o aumenta el nUmero de carbonos en la cadena del alcano, el
tiempo que tardan los cultivos para obtener un valor aproximado al maximo obtenido en C20, es mayor.

Cuando C12, C13y C14 fueron utilizados para cultivar la cepa, se obtuvo el crecimiento maximo hasta después de
10 dias de incubacion; mientras que para el C11 el crecimiento maximo se obtuvo a los 30 dias de incubacion.

Por otra parte, al utilizar alcanos con mas de 30 &tomos de carbono, hasta el tiempo que se mantuvo la cinética (30
dias), nunca se alcanzé el crecimiento maximo observado cuando se utilizdé C20. Sin embargo, si se obtuvo crecimiento,
ya que las UK aumentaron hasta un 300% mas con respecto al tiempo cero (ver figura 1).

Figura 1. Crecimiento de Pseudomonas aeruginosa MGP-1, sobre diferentes n-alcanos.
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Las lineas punteadas muestran alcanos de Cy; a C45 y las continuas a los alcanos con Cyg a C44, midiendo crecimiento por turbiedad en UK.
Las velocidades especificas de crecimiento sobre cada uno de los n-alcanos fueron calculadas para determinar la
rapidez con que crece la cepa en los diferentes sustratos. La velocidad de crecimiento se determiné calculando
la pendiente de las rectas obtenidas de la cinética de crecimiento, midiendo dicho crecimiento por determi-
nacion de UFC (datos no mostrados en este trabajo) para cada alcano mediante la siguiente ecuacion.
p=2.302(log UFC/mLaunt2 -log UFC/ mLaun t1)/ t, - t,
donde:

M: Velocidad especifica de crecimiento.

2.302: Factor constante para convertir log en In.

log de las UFC/ml a un t2: Log de las UFC/ml a un tiempo 2 en la grafica.

log de las UFC/ml a un t1: Log de las UFC/ml a un tiempo 1 en la grafica.

t, es el tiempo 2.

t, es el tiempo 1.
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Las velocidades de crecimiento van aumentando al crecer la cadena carbonada de Cy; a Cy4, encontrando la
mayor velocidad al utilizar el C,o. Después, al aumentar la cadena del alcano, ocurre una disminucién de
este parametro, como cuando el C, es utilizado. Las velocidades de crecimiento mas pequenas se obtuvieron
cuando se utilizaron alcanos de Czg a C4 (ver figura 2).

Cuantificacion de n-alcanos por cromatografia de gases

Los resultados referentes a la seleccion del solvente para extraer los alcanos residuales demostraron que
el benceno permitia el mejor porcentaje de extraccion de los Cqg, Coa, C39 Y Cao, l0s cuales fueron 96, 94.8,
93.6 y 93.5 % respectivamente. El diclorometano, por otro lado, logré extraer el 92.4, 91.3, 89.4y 88.3 res-
pectivamente. Sin embargo, y considerando que el benceno es muy toxico, se decidié extraer los alcanos
con menos de 30 atomos de carbono con el diclorometano, ya que un valor mayor al 90% es una buena
recuperacion. Por otro lado, el tetracloruro de carbono y el tolueno, como disolventes, permitieron extrac-
ciones menores al 85% y considerando su alta toxicidad, no fueron seleccionados para hacer las extracciones
de la fase acuosa del cultivo. Con relacion a la optimizacion del método cromatografico, en la tabla 1 se
muestran los dos métodos que permitieron los mejores resultados de resolucién y separacion de las areas
bajo la curva de los alcanos Cyg, Cos, C30 Y Cao-

Figura 2. Velocidades especificas de crecimiento de Pseudomonas aeruginosa MGP-1 en cada uno de los n-alcanos utilizados.
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Degradacién de alcanos

Respecto a los porcentajes de degradaciéon obtenidos para cada uno de los n-alcanos probados, se obtuvo
que éstos son proporcionales al crecimiento de la cepa. El porcentaje mas alto de degradacién (60%) se ob-
tuvo cuando se utilizdé C,5 como substrato. Los porcentajes de degradacién fueron disminuyendo conforme
disminuy6 o aumenté la cadena de carbonos. Los porcentajes de degradaciéon mas bajos (menor de 18%) se
presentaron con Cyo, C34, C3, C30, y Cqq (ver tabla 2y figura 3). En la figura 3 se presentan los cromatogramas
obtenidos de la extraccion de la fase organica de los sobrenadantes de los cultivos de la cepa en Cqy, Coy
C40, después de un tiempo de incubacién de 16 dias. En A se pueden apreciar los testigos a los cuales no se

[ X J INVESTIGATION UNIVERSITARIA MULTIDISTCIPLINARIA - ARQ 7, N°7, DICIEMBRE 2008

127



128

Giencia y Tecnologia

les inoculd la cepa. En B se muestran los cultivos problema o cultivos inoculados con la cepa. La disminucién
del drea de C,, es notable después de 16 dias, con respecto al area del testigo sin inocular y al testigo al
tiempo cero, cuyo resultado por ser similar al testigo sin inocular a los 16 dias no se muestra en la figura.
Los cromatogramas obtenidos al analizar el C;; muestran poca disminucién del drea de C;; y mucho menos
de Cy4. La disminucién del drea obtenida de los alcanos Cq5y Cy4 fue muy similar, lo cual probablemente se
deba a que existe la misma diferencia de carbonos con respecto al Cy.

Tabla 2. Porcentajes de degradacion de los n-alcanos probados.

n-alcano % Degradacion
Pentano Cs 0.0
Hexano Cg 0.0
Heptano C; 0.0
Octano Cg 0.0
Nonato Cg 0.0
Decano Cyy 0.0
Undecano Cy; 18.3
Dodecano C;, 21.3
Tridecano Cy3 28.4
Tetradecano Cyy 32.5
Hexadecano Cyg 49.0
Cosano Cyq 60.0
Tetracosana Cy, 47.0
Triacontano Czq 16.4
Dotriacontano Cs, 12.4
Hexatriacontano Csg 13.0
Tetracontano Cyq 12.0

El analisis estadistico de los porcentajes de degradacion demuestran que C,, es diferente significativa-
mente a todos los porcentajes obtenidos y que los porcentajes de degradacién de Cy6y Co4 no son dife-
rentes significativamente; los porcentajes de Czq, C3,, C36 y C40 SON iguales significativamente entre ellos,
mientras que los porcentajes del Cyq, Ci, ¥ Ci3y Cyg si son diferentes significativamente. Todo lo anterior
puede observarse en la figura 3.
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Figura 3. Cromatogramas obtenidos de los sobrenadantes de los cultivos de Pseudomonas aeruginosa propagada durante 16 dias en Cy3, Ciy Cxo

Undecano Hexadecano Eicosano

s ey

A Testigos sin MGP-1

B Problemas con MGP-1.

Discusion

Los n-alcanos se encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza, principalmente en mezclas complejas
de hidrocarburos como diesel, aceites y petréleo; en este ultimo puede representar cerca del 20 al 50 % sobre
todo en petréleo crudo (Smits et.al., 2003; Marin et.al., 2003). La contaminacion del ambiente es inherente a
la extraccion, transportacién y manejo del petréleo (Oudot, 2000; Amat et.al., 2004; Yamamoto et.al., 2003;
Short et.al., 2007).

Aun cuando los n-alcanos no son téxicos al hombre u otros seres vivos, si afectan el equilibrio del ambiente
al presentarse un derrame, pues si éstos son parcialmente solubles en la mezcla de hidrocarburos (gracias a la
presencia de los mismos alcanos volatiles, gaseosos y liquidos), ahora se solidifican formando una capa densa
dificil de degradar (Salvayre et.al., 1988; Baxter et.al., 1991; Koma et.al., 2001).

De acuerdo con lo anterior, es importante estudiar microorganismos que degradan alcanos de alto peso mo-
lecular (ademas de los que degradan alcanos liquidos de 12 hasta 17 carbonos) que pueden ser recalcitrantes
por su condicion fisica (s6lido), como las parafinas o alcanos de mas de 18 4&tomos de carbono.

Cuantificacion de n-alcanos por cromatografia de gases

Se han realizado numerosas investigaciones sobre la biodegradacion de n-alcanos y de otros hidrocarburos, pero
no se habian efectuado estudios cuantitativos sobre remocién de todos estos compuestos sélidos, por la dificul-
tad de recuperacién y cuantificacién de ellos debido a las diferencias de tamafo de los n-alcanos. Por otra parte,
conforme aumenta la cadena carbonada, disminuye la solubilidad y aumenta tanto el punto de fusién como el
de evaporacion y, por tanto, estos puntos o temperaturas de fusiéon y de evaporacion son criticos para realizar el
andlisis por cromatografia de gases.
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Previo a la extraccion de las fases organicas de los al-
canos, se les realizaron pruebas de solubilidad. De tal
ensayo se obtuvo que el benceno es el disolvente con
el que se obtiene la mayor recuperacion, pero debido
a su toxicidad se prefirié usar el diclorometano, con
el que se obtuvo también muy buena recuperacién
de los alcanos menores a 30 carbonos, mientras que
para alcanos mayores de C3y se determind el uso
exclusivo de benceno.

Por otro lado, debido a las propiedades de los alcanos
(estado fisico en el que se encuentran a temperatura
ambiente) fue necesario utilizar dos diferentes méto-
dos de cromatografia de gases para poder cuantificar
los alcanos residuales en los cultivos. La diferencia de
los métodos cromatograficos consistié en utilizar dos
tipos de columnas cromatograficas, una para alcanos
de 5 hasta 24 4tomos de carbono y otra para alcanos
con mas de 24 atomos de carbono, asi como diferentes
rampas de temperatura en el horno y distintas tempe-
raturas en el inyector y detector, mismas que pueden
verse en la tabla 1. Lo anterior se debié a la necesidad
de alcanzar temperaturas en las cuales las muestras se
gasificaran para poder llevar a cabo el desarrollo de la
técnica de cromatografia, de lo contrario es imposible
el analisis si esta condicién no se cumple.

La utilizacion de dos protocolos cromatograficos
permitié obtener areas bajo la curva de cada uno de
los alcanos bien separadas y resueltas, lo que facilitd
calcular el porcentaje de degradacion dependiente del
area bajo la curva obtenida para cada alcano. El esta-
blecimiento de este método cromatografico ofrecié
una base para hacer de manera precisa los andlisis de
remocion de alcanos en el presente trabajo.

Utilizacion y degradacién de alcanos

Los reportes de bacterias que tienen la capacidad para
utilizar n-alcanos sélidos no han permitido definir con
exactitud cdmo se lleva a cabo la utilizacion y degra-
dacién de estos compuestos (Miller y Johnson, 1966;
Hainesy Alexander, 1974; Klugy Markovetz, 1971). Los
géneros bacterianos reportados son: Acinetobacter
sp. ADP1 (Cy3-Cyy4) (Sakai et.al., 1994; Lai y Khanna,
1996; Koma et.al., 2001), Acinetobacter sp. M-1
(Maeng et.al., 1996), Arthrobacter nicotianae KCCB35
(Radwan et.al., 1996), Rhodococcus sp. Q15 (Whyte
et.al., 1998), Pseudomonas PAO1y RR1 (Marin et.al.,
2003) y Bacillus sp. NG80-2 (C15 to C36) (Wang et.al.,
2006); sin embargo, en ninguno de los trabajos antes
mencionados se determind el intervalo de alcanos

que puede usar cada cepa, no se hicieron cinéticas
de crecimiento, ni determinaciones del porcentaje de
degradacién para cada n-alcano.

Sélo en el caso de Arthrobacter nicotianae KCCB35
se reportd su crecimiento sobre n-alcanos de Cyy
a C40 como Unica fuente de carbono y energia,
determinandose que el mejor crecimiento fue con
Cio a Cyg, pero no se demostré convincentemente
el crecimiento de la cepa sobre estos hidrocarburos
alifaticos. Con base en los resultados del presente
trabajo, Pseudomonas aeruginosa MGP-1 es la se-
gunda bacteria Gram negativa que puede degradar
parafinas de hasta 40 carbonos.

Trabajos mas detallados como el de Sakai et.al. (1994)
y de Whyte et.al. (1998) demuestran en el primer caso
que Acinetobacter sp. M-1 puede utilizar alcanos de
Cy5 hasta C37, debido a que enzimas aisladas de esta
cepa logran oxidar estos sustratos. Por otro lado,
el crecimiento reportado sobre los n-alcanos fue
diferente para cada alcano; en éstos se presento su
mayor crecimiento en un tiempo definido en el Cy,,
seguido del Cygy Cyo; también se observé que en los
alcanos menores a C,oy mayores a Cg el crecimiento
fue menor en el tiempo establecido, aun cuando no
se realizaron las cinéticas de crecimiento que brindan
un mejor entendimiento de lo que ocurre al cambiar
los substratos.

Resultados similares a los de Sakai et.al. (1994) fueron
encontrados en este trabajo donde hemos utilizado
Pseudomonas aeruginosa MGP-1, ya que crece mas
rapido cuando se cultiva en Cyq (ver figuras 1y 2). En
este caso, el crecimiento es mas lento a medida que
la cadena hidrocarbonada disminuye o aumenta. Sin
embargo, es muy notable que después de 30 &tomos
de carbono el crecimiento de la cepa sea extremada-
mente lento, lo cual puede deberse basicamente a que
el transporte de una cadena larga es mas dificil que el
de cadenas medianas y requerird mas energia.

La relacion entre la energia que se necesita para
transportar y oxidar (por hidroxilacion terminal) un
n-alcano y la energia producida por su degradacion,
podria ser la explicacion de la diferencia en la veloci-
dad de crecimiento de la bacteria usando distintos n-
alcanos como Unica fuente de carbono. Pseudomonas
aeruginosa MGP-1 no es capaz de crecer en alcanos
menores a 10 atomos de carbono, lo que podria
deberse a que el sistema enzimatico que oxida los
alcanos no reconoce alcanos menores de 10 carbonos
(Maeng et.al., 1996).
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En el segundo caso la cepa Rhodococcus sp Q15 crecid
en dodecano, hexadecano y los alcanos con cadena
larga (Cpg y C3,), puesto que se demostré la minera-
lizacion de los mismos. La cepa mineralizé6 en mayor
proporcién en Cig y Ci7 (Whyte et.al., 1998), por lo
que es importante sefialar que esta cepa al igual que
Pseudomonas aeruginosa MGP-1, mineralizé y crecio
mas rapido en dos alcanos (mientras que MGP-1 sélo
crecié mas rapido y degradd mas en un tiempo defi-
nido a un Unico alcano de los probados, el Cy).

El sistema enzimatico de Q15 tiene especificidad
parcial sobre dos sustratos y el sistema enzimatico de
Pseudomonas aeruginosa MGP-1 es especifico par-
cialmente con preferencia a un sustrato (C,g), pero de
ninguna manera Q15 alcanza los mismos resultados
de crecimiento o de degradacién que se obtienen con
MGP-1, tal y como se ve al medir los porcentajes de
degradacioén de las parafinas obtenidos con Pseudo-
monas aeruginosa MGP-1 (ver tabla 2 y figura 3).

El porcentaje mas alto de degradacién se obtuvo
cuando Pseudomonas aeruginosa MGP-1 utilizé el Cyy.
La degradacién disminuye a medida que la cadena
de carbono aumenta o disminuye. Para alcanos muy
cercanos a Cyq la diferencia es muy poca y aumenta
conforme la cadena se aleja del C,,. Fue necesario es-
tablecer untiempo en el cual se pudieran comparar los
porcentajes de degradacion de cada alcano tal como
lo hicieron Sakai et.al. (1994), que obtuvieron los por-
centajes del remanente de cada alcano en un tiempo
especifico. Sus resultados muestran diferencia con los
de este trabajo en el sentido de que el porcentaje de
sustrato remanente a las 12 horas fue menor en Cyg,
es decir, este alcano fue degradado mas rapidamen-
te por Acinetobacter sp. M-1, pero a las 36 horas la
degradacion o el sustrato remanente fue igual para
Ci3, Cop, Cos y Cog en el cultivo de M-1.

En el caso de la degradacién del Cqig por Pseudo-
monas aeruginosa MGP-1, el porcentaje de degra-
dacién fue menor y aun a los 16 dias pocos alcanos
probados lograron acercarse al porcentaje de
degradacion obtenido con el Cyg. Sin embargo, el
intervalo de alcanos que Pseudomonas aeruginosa
MGP-1 utiliza es mas grande, ya que esta cepa uti-
liza alcanos liquidos que tienen entre 11y hasta 17
atomos de carbono y sélidos de entre 18 y 40 &tomos
de carbono, que fue el alcano probado con mayor
cantidad de carbonos. Esta caracteristica representa
una ventaja competitiva al usarse en la recuperacion
de un sitio contaminado (ver tabla 2).

eiencia y Tecnologia

Conclusion

Pseudomonas aeruginosa MGP-1 es capaz de crecer
en medios de cultivo con n-alcanos (Cy; a C49) como
fuente de carbonoy energia. Sin embargo, el C4o fue
el alcano de cadena mas largo probado, es decir, no
se logré determinar en este trabajo cuél es el alcano
mas pesado que la cepa puede utilizar. Pseudomo-
nas aeruginosa crece mas rapido usando C,; como
fuente de carbono y la velocidad de crecimiento
disminuye al aumentar o disminuir el tamafo de la
cadena hidrocarbonada.

Para demostrar y cuantificar la degradacion de los
alcanos y su oxidacion, se establecieron dos métodos
cromatograficos; un Unico método no basté para
cuantificar los alcanos, debido al intervalo amplio de
puntos de evaporacién que tienen estos compuestos.
En los métodos cromatograficos usados fue necesario
considerar el peso molecular del alcano, el disolvente,
la solubilidad del alcano en el disolvente seleccionado,
la temperatura de fusién y de evaporacion, asi como
las temperaturas del puerto de inyeccién, del horno
y del detector del cromatégrafoy el tipo de columna,
para obtener resultados en la separacion y resolucién
de las areas bajo la curva de los n-alcanos y de los
productos de oxidacién de los mismos.

La remocion o degradacién (%) de los n-alcanos por
Pseudomonas aeruginosa MGP-1 es directamente
proporcional al crecimiento de la bacteria; con C20se
obtiene la velocidad de crecimiento y la degradacién
mas altay de igual manera, al aumentar o disminuir el
tamano de la cadena hidrocarbonada, la degradacion
disminuye hasta el porcentaje mas bajo de 13% en los
casos de Csy, C3gy Cho. &
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