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RESUMEN

En la presente investigacion se evalud el posible uso de la actividad de enzima
lipasa de la cepa Pseudomonas sp. como biomarcador en el proceso de
degradaciéon de compuestos aromaticos y alcanos. Se emplearon los siguientes
compuestos: n-Hexano, 1,2,3,4-tetrahidronaftaleno, indeno, 9,10-dimetilantraceno,
(identificados como parte de la fraccién del queroseno); siete mas seleccionados
por su caracteristica de ser monoaromaticos y heteroaromaticos: dioctilftalato,
butil benceno, butil benzoato, benceno, acido benzoico, tolueno y piridina; y la
misma fraccidbn de queroseno. En la primera fase se evalud la induccién del
sistema lipolitico mediante los hidrocarburos antes mencionados, registrandose
actividad enzimatica Unicamente en cuatro ellos (butil-benceno, 1,2,3,4-
tetrahidronaftaleno, n-hexano y benceno); lo anterior al utilizar una concentracion
de 3000 ppm de cada hidrocarburo, no asi cuando se utilizé6 5000 ppm, por lo que
se deduce que la concentracién es determinante para la expresion de la enzima,
por lo menos en las concentraciones utilizadas. Adicionalmente, se determiné el
efecto de una fuente alterna de energia como lo es la sacarosa y el efecto de un
tensoactivo como el Triton X-100, mostrando que su presencia puede beneficiar la
induccion de la enzima o bien afectar negativamente y por lo tanto no expresarse,

esto dependiendo del hidrocarburo del que se trate.

En la segunda fase se evalu6 el efecto del pH (7,8,9), concentraciéon de sacarosa
(0.8, 0.9, 1.0 %) y concentracion de tres hidrocarburos (1,2,3,4-tetrahidronaftaleno
[1170, 1950, 2730 ppm], butil-benceno [860, 1550, 2240 ppm] y n-hexano
[1300,1570, 1830 ppm]) sobre la actividad enzimatica de lipasa de Pseudomonas
sp. a través del disefio experimental de Box-Behnken. En las superficies de
respuesta para la actividad de lipasa empleando 1,2,3,4-tetrahidronaftaleno se
observd que el efecto combinado de la concentracion de sacarosa y del
hidrocarburo (p<0.0172) y el efecto del pH (p<0.0172) influyeron significativamente
sobre la respuesta enzimatica. Se observo que al emplear butil-benceno el efecto
de pH influy6 de forma significativa. Con n-hexano, tanto la concentracion de

sacarosa y pH influyeron significativamente en lo obtenido en las superficies de



respuestas. La actividad de enzima lipasa parecer tener cierta especificidad para
el tipo de hidrocarburo. Asi mismo, la concentracién de sacarosa y la presencia
de surfactante parecen tener un efecto benéfico en la induccién de lipasa en los

procesos de degradacion por la cepa de Pseudomonas sp.



ABSTRACT

In the present study the activity of the enzyme lipase in the strain Pseudomonas
sp. was assessed as a biomarker in the degradation of aromatic hydrocarbons and
alkanes. The following compounds were used as carbon and energy source: n-
Hexane, 1,2,3,4-tetrahydronaphthalene, indene,  9,10-dimethylanthracene
(identified as part of the kerosene fraction). Moreover, seven additional
monoaromatic and heteroaromatic hydrocarbons were selected as carbon and
energy source: dioctyl phthalate, butyl benzene, butyl benzoate, benzene, benzoic
acid, toluene and pyridine, and the same fraction of kerosene. Also, the effect of
the concentration of hydrocarbons, the presence and concentration of an alternate
source of energy (sucrose), the presence of a nonionic surfactant (Triton X-100)
and the effect of pH; were assessed. In the first phase the lipolytic system
induction of Pseudomonas sp. was assessed, enzymatic activity was observed
only in four of the analyzed compounds (butyl-benzene, 1,2,34-
tetrahydronaphthalene, n-hexane and benzene) . This result suggests that
hydrocarbon concentration is critical for the expression of the enzyme. In the
second phase, the effect of pH (7,8,9), concentration of sucrose (0.8, 0.9, 1.0%)
and concentration of hydrocarbons (1,2,3,4-tetrahydronaphthalene [1170, 1950,
2730 ppm ] butyl benzene [860, 1550, 2240 ppm] and n-hexane [1300.1570, 1830

ppm])were assessed through growth kinetics and Box-Behnken designs.

In the response surfaces for lipase activity using 1,2,3,4-tetrahydronaphthalene
was found that the combined effect of sucrose concentration and hydrocarbon
(p<0.0421) and the effect of pH (p<0.0172) influenced significantly on enzymatic
responce. It was observed that by using butylbenzene effect of pH influenced
significantly. With n-hexane, both sucrose concentration and pH significantly
influenced the obtained response surfaces. Lipase enzyme activity seems to have
some specificity for the type of hydrocarbon. Also sucrose concentration and the
presence of surfactant appear to have a beneficial effect on the induction of lipase
in the process of degradation by Pseudomonas sp strain.



ZUSAMMENFASSUNG

In der vorliegenden Untersuchung wurde die Aktivitdt des Enzyms Lipase des
Stammes Pseudomonas als "Biomarker" beim Abbau von Aromaten und Alkanen
bewertet.Es wurden folgende Verbindungen verwendet: n-Hexan, 1,2,3,4-
Tetrahydronaphthalin, Inden, 9-10-Dimenthylanthracen (identifiziert als Baustein
der "Kerosin-Fraktion") sowie sieben weitere Verbindungen, die aufgrund ihrer
monoaromatischen und heteroaromatischen Eigenschaften ausgewahlt wurden:
Dioctylphthalat, Butylbenzol, Butylbenzoat, Benzol, Benzoesaure, Toluol und
Pyridin und der gleiche Anteil von Kerosin. Es wurde die Aktivitat des Enzyms
Lipase der Staemme von Pseudomonas analysiert, wobei als Kohlenstoff-und
Energiequelle die schon genannten Verbindungen verwendet wurden. Es geht
prinzipiell um die Wirkung der Konzentration, das Vorhandensein und die
Konzentration einer alternativen Energiequelle (Saccharose), die Prasenz eines
nicht-ionischen Tensid (Triton X-100) sowie um den bestimmten pH-Wert.

Wahrend der ersten Phase wurde die Induktion des lipolytischen Systems
bewertet, wobei nur bei 4 Verbindungen eine Enzymaktivitat festgestellt werden
konnte (Butylbenzol, 1,2,3,4-Tetrahydronaphthalin, n-Hexan und Benzol), woraus
sich schliessen |asst, dass die Konzentration unter der sich der Kohlenwasserstoff
befindet, ausschlaggebend flir die Expression des Enzyms wahrend des
Abbauprozesses ist.

Waéhrend der zweiten Phase wurde die Wirkung des pH-Wertes (7,8,9), die
Konzentration von Saccharose (0,8,0,9,1,0%), der Kohlenwasserstoffe (1,2,3,4-
Tetrahydronaphthalin [1170, 1950, 2730 ppm] , Butyl-benzol [860, 1550, 2240
ppm] und n-Hexan [1300,1570, 1830 ppm]) mit Hilfe der "Kinetik des Wachstums"
sowie des "Box-Behnken-Designs" festgestellt.

In der Antwort Oberflachen flr Lipase-Aktivitdt mit 1,2,3,4-Tetrahydronaphthalin
wurde festgestellt, dass die kombinierte Wirkung von Saccharose-Konzentration
und Kohlenwasserstoff (p <0,0421) und die Wirkung der pH-Wert (p <0,0172)

signifikant auf die enzymatische Reaktion beeinflusst. Es war, die mit Butylbenzol



Wirkung von pH-Wert beeinflusst deutlich beobachtet. Mit n-Hexan,sowohl
Saccharose-Konzentration und pH-Wert signifikant beeinflusst die erhaltene
Antwort Oberflachen. Lipase-Enzym-Aktivitat scheint eine gewisse Spezifitat fir die
Art von Kohlenwasserstoff zu haben. Auch Saccharose-Konzentration und der
Anwesenheit von Tensid scheinen eine positive Wirkung auf die Induktion der
Lipase in den Prozess der Abbau durch Pseudomonas sp.-Stamm haben.
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1. INTRODUCCION

1.1 Problematica por contaminacion por hidrocarburos

La presencia de sustancias con caracteristicas nocivas o perjudiciales en el
ambiente, producto de actividades humanas o por procesos naturales, afectan el
desarrollo y bienestar de los organismos (Fraume, 2007). Como consecuencia de
procedimientos y manejos deficientes dentro de la industria del petréleo en todas
sus etapas: explotacion, refinacion, distribucién y almacenaje, diversos procesos
fisicoquimicos se desencadenan afectando a los diversos componentes del
ambiente (suelo, agua, aire, biota), por ende, también repercute en las aspectos
econdémicos, sociales y de salud (Ferrera-Cerrato et al.,, 2006; Benavides, 2006;
Pardo, 2004). Sin embargo, esta situacion no es exclusiva de paises productores
de petréleo, ya que este recurso y sus derivados son precursores de diversos
procesos industriales alrededor del planeta. Como ejemplo de esto es el caso de
México, que es uno de los mayores productores de petrdleo a nivel mundial y para
2004 el volumen calculado de derrames accidentales de petréleo y sus derivados
fue de 1.5 millones de T /afo, afectando suelo, agua y atmésfera (Ferrera-Cerrato
et al., 2006).

Como respuesta a la creciente necesidad de atender la contaminacién
ambiental, se han desarrollados diversas tecnologias para tratar suelos,
sedimentos, aguas residuales y aguas subterraneas de varios contaminantes,
incluyendo métodos in situ y ex situ (Khan et al., 2004). Entre mas preciso sea el
conocimiento de la problematica ambiental, mas eficaces seran las soluciones que
se propongan ademas de que sean econdmicamente viables y que gocen de
aceptacion social (Cabrera-Cruz et al., 2003).

Los problemas asociados con la limpieza de sitios contaminados por petréleo y
sus productos han demostrados que es necesario desarrollar tecnologias de
remediacion que sean eficientes, rapidas y viables, tanto de forma econdmica

como técnica.



Por otro lado, es importante apoyar las tecnologias de remediacion en
herramientas de monitoreo alternativas; asi lo expresan Maila & Cloete (2005)
basandose en el hecho de que el analisis y monitoreo de suelos contaminados por
hidrocarburos regularmente se realiza con instrumentos analiticos, cuya utilizacién
suele generar altos costos. Es por eso que se ha impulsado el uso de las
actividades biolégicas, como bioindicadores, para hacerse de informacién
relevante que permita evaluar sitios contaminados con desechos quimicos

daninos.

1.2 Biomarcadores

Los biomarcadores se definen como las respuestas o alteraciones bioquimicas,
fisioldgicas, morfoldgicas e histopatolégicas de los organismos ocasionadas por la
exposicidon a contaminantes (US NCR, 1989. En Vazquez, 2005). Suelen ser
respuestas rapidas, sensibles y hasta especificas de los organismos a los
contaminantes. Los biomarcadores potenciales en monitoreos ambientales son:
alteraciones en el ADN o ARN, respuestas proteicas, productos del metabolismo,
biomarcadores histo-patolégicos, inmunoldgicos, fisioldgicos y de comportamiento.
Conti (2008) afirma que toda respuesta, a cualquier nivel de complejidad
(bioquimica, fisiolégica, etc.) puede considerarse un biomarcador.

Entre algunas de las ventajas del uso de los bioindicadores, se enlistan las
siguientes (Maila & Cloete, 2005):

e Pueden detectar tanto la toxicidad de los compuestos parentales, como de
los metabolitos.

e Requieren de materiales facilmente disponibles para su evaluacion.

e Su evaluacién puede hacerse in situ 0 ex situ.

e Enla mayoria de casos, el tiempo de evaluacién es corto.

e Se sigue una metodologia sencilla.



También habra que sefalar algunas de sus desventajas:
e No se puede detectar toxicidad resultado de compuestos parentales y
metabolitos.
e La respuesta del bioindicador no siempre corresponde con la concentraciéon
del contaminante.
e Diferentes pruebas responde de forma diferente a téxicos individuales.

e La sensibilidad depende del contaminante y del suelo.

1.2.1 Enzimas como biomarcadores

Las enzimas, y en especifico su actividad en suelos, tienen gran relevancia por
ser catalizadoras de procesos metabdlicos, incluyendo la descomposicion de
flujos organicos y la detoxificacibn de xenobibticos. La degradacion de
hidrocarburos a moléculas mas simples, como agua y diéxido de carbono,
involucra varias reacciones quimicas en las cuales proteinas cataliticas se ven
involucradas. Debido al rol que desempenan en la degradacién de hidrocarburos,
es por lo que se han convertido en importantes herramientas de monitoreo durante
el proceso de biorremediacion. Las respuestas o reacciones de proteinas que se
registran en un organismo después de una exposicion a diversas clases de
contaminantes, son caracterizadas para determinar si la actividad de las proteinas
funcionales se induce o inhibe. Este tipo de reacciones comprende los
mecanismos de adaptacién o proteccion relacionados con la detoxificacién de
compuestos xenobibticos (sistema mixto de funcion oxigenasa [MFO, por sus
siglas en inglés], enzimas conjugadas) y mecanismos de detoxificacion de metales

pesados.

La actividad de las proteinas funcionales se utilizan como biomarcadores muy
especificos desde un punto de vista cualitativo y pueden ser Gtiles también como
una sefal semi-cuantitativa de la presencia de un tipo particular de contaminantes

(Conti, 2008). Entre las enzimas que han sido probadas se incluyen las lipasas,



deshidrogenasas, catalasas y ureasas (Malia & Cloete, 2005). Para el caso
especifico de lipasas, su actividad en suelos se considera un indicador valioso en
los procesos de degradacion biologica de petréleo, tanto en suelos atenuados
naturalmente y en aquellos que con algun proceso de remediacién biolégica
(fertilizados). Se describe una correlacién negativa de la concentracién residual de
hidrocarburos en suelo con la actividad de lipasa en suelo y el nimero de
microorganismos degradadores de hidrocarburos, independientemente del hecho
de haber sido tratados (fertilizados) o no (Chauhan & Varma, 2009).

1.3  Hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPS)

1.3.1 Origen y toxicidad

Estos compuestos se caracterizan por contener dos o0 mas anillos de benceno
unidos entre si. La mayoria solo contiene carbono e hidrégeno y son siempre
estructuras polinucleares de tipo aromatico. También se les conoce como
hidrocarburos polinucleares. Son sustancias inestables fotoquimicamente
(fotooxidacién). Generalmente son incoloros o blanquecinos (Albers, 1995).

Los HAPs se encuentran de forma natural en el petréleo a concentraciones muy
bajas (alrededor del 1%); sin embargo, la principal fuente de generacion es la
combustion incompleta a altas temperaturas del petréleo, de sus derivados (500-
800 °C) o de materia organica (100-300 °C) en periodos prolongados (Albers,
1995; Haritash & Kaushik, 2009). Esto es, por un proceso de pirolisis de
compuestos organicos, en el que se descomponen por la accién del calor, y esto
se puede observar en diferentes actividades cotidiana, como las que describen
Wilson & Jones (1993):

Gasificacion/licuefacciéon de combustibles fésiles

Generacién de energia en base al uso de combustibles fésiles

Produccion de coque

Produccion y uso de carbén



Produccién y uso de asfalto

Refinacién y destilacion de crudo y sus derivados

Produccion y uso de alquitran

Procesos de tratamiento para madera

Produccion de preservativos para madera (creosote/antraceno en aceite)

Almacenaje, transportacion, procesamiento, uso y eliminacién de combustibles

y aceite

Vertederos, tiraderos
Quema a cielo abierto (llantas, carbén, desperdicios)

Incineracion

Esto explica el por qué los HAP se pueden localizar en diversos componentes

del ecosistema (aire, suelo, agua, sedimentos, tejidos biolégicos), asi como en

alimentos. (Vives et al., 2001). Las fuentes naturales de estos compuestos son los

incendios de bosques y pastizales.

Aunque se han llegado a identificar mas de 100 de estos compuestos, los que

destacan por sus caracteristicas fisico-quimicas y toxicoldgicas, son los

siguientes:

e Acenafteno (Ace)

e Acenaftileno (Acy)

e Antraceno (Ant)

e Benzo[alantraceno (BaA)
e Benzo[a]pireno (BaP)

e Benzo[e]pireno

e Benzo[b]fluoranteno (BbF)
e Benzo[g,h,iperileno (Bghi)
e Benzo[jlfluoranteno

e Benzo[K]fluoranteno (BkF)
e Criseno (Cry)

e Dibenzo[a,hlantraceno (DaA)



e Fluoranteno (Fla)

e Fluoreno (Flu)

e Indeno[1,2,3-c,d|pireno (Ind)
e Fenantreno (Fen)

e Naftaleno (Nap)

e Pireno (Pyr)

Cabe destacar que los compuestos aromaticos fueron, tal vez, los primeros en

ser considerados como carcinégenos ambientales.

Se distinguen 2 clases de HAP: los de bajo peso molecular que son aquellos que
tienen de 2 a 3 anillos aromaticos (naftaleno, fluoreno, antraceno), y los de alto
peso molecular, que tienen de 4 a 7 anillos aromaticos, como el criseno. Sus
caracteristicas fisicas y quimicas varian de acuerdo a su peso molecular,
influyendo en su persistencia en el ambiente y sus efectos en los sistemas

biolégicos, ya que se distinguen por tener una baja volatilidad y solubilidad.

Las condicionantes de transporte, distribucién y biodisponibilidad de estos
compuestas estdn dadas por su particion entre el agua, la materia organica
disuelta y el suelo o la materia organica en el sedimento (Mastrangelo et al.,
2005).

Estos compuestos tienen estructuras moleculares complejas y una baja
solubilidad en agua y tienden a sorberse fuertemente a solidos bajo la superficie
(NRC, 2002).

1.3.2 Degradacion de HAPs

Algunos estudios han demostrado que algunos organismos (bacterias, algas,
hongos y cianobacterias) pueden metabolizar HAP de cinco anillos de benceno
(NRC, 2002). Los microorganismos generalmente usan enzimas del tipo

oxigenasas para iniciar la biodegradacién. Sin embargo, la degradacién



microbiana de HAP de bajo peso molecular puede llevarse a cabo en condiciones
nitrato y sulfato reductoras (NRC, 2002). Debido a esta caracteristica, la
biorremediaciéon es una opcion de tratamiento atractiva para sitios contaminados.
Sin embargo, existe un gran nimero de trabajos de investigacion enfocados en la
degradacion de HAP de cuatro, cinco y seis anillos de benceno; no siendo asi para
los compuestos de mayor peso molecular (Powell, 2008).

El nimero de cepas descritas en los ultimos afos que utilizan HAPs de cuatro
anillos como Unica fuente de carbono y energia, aun en ausencia de co-factores o
surfactantes, y de aquellas identificadas por cometabolizar HAPs con mas de
cuatro anillos ha aumentado significativamente. Aunado a esto, numerosas rutas
metabdlicas han sido propuestas, para una vasta variedad de HAPs de alto peso
molecular en bacterias (Kampfer et al., 1993). Ademas, se han descrito diversas
capacidades de diferentes cepas para degradar HAPs (de bajo y alto peso
molecular y metilados) que pueden ser atribuidas a la laxa especificidad
enzimatica inicial para estos compuestos, a la presencia de multiples oxigenasas y
de rutas metabdlicas y genes que comparten capacidades degradadoras tanto
para alcanos y aromaticos. (Budzinski et al., 2000; Chen & Aitken, 1999; Dutta &
Haramaya, 2001; Goyal & Zylstra, 1996; Kim & Zylstra, 1999; Maeda et al., 2001;
Mahajan et al., 1994; McLellan, 2002; Moody et al., 2001; Romine et al., 1999;
Romine et al.,1999b; Sabaté et al., 1999; Vila et al., 2001; Yang et al., 1994.).

La degradacién biol6gica de HAPs puede servir para tres funciones diferentes: i)
degradacion asimilativa que produce energia para los organismos degradadores y
que va aunado con la mineralizacién de los compuestos o parte de estos; ii) los
procesos intracelulares de detoxificacion, cuyo propdsito es hacer a los HAPs
solubles en agua como prerrequisito para excrecidbn de los compuestos.
Generalmente, se percibe que la oxidacién intracelular y la hidroxilacion de HAPs
en bacterias es un paso inicial para preparar la fision de anillos y la asimilacién de
carbono. Este es un paso inicial en la detoxificacién para el caso de hongos
(Cerniglia, 1984). iii) promueve el co-metabolismo, que se define como una



reaccion enzimatica no-especifica, donde un sustrato compite con otro de

estructura primaria similar por el sitio activo de las enzimas. (Johnsen et al., 2005).

Se han descrito que tanto la baja solubilidad en agua y la alta capacidad de
sorcién de los HAPs son las caracteristicas que entorpecen en gran medida al
proceso de biodegradacion. Igualmente intervienen la produccién de metabolitos
toxicos, represidbn de metabolitos, la presencia de otros sustratos, ausencia de
sustratos inductores y falta de cometabolismo (Molina et al.,, 1999; Juhasz et al.,
2002). En suelos, las bacterias suelen no utilizar una fuente de carbono en
particular, sino que utilizan un niumero de los compuestos de carbono disponibles.
Por lo que la expresidon de enzimas que catalizan la degradacion de contaminantes
organicos (HAPs) puede verse restringida, aunque el nivel de expresién minimo es
comunmente suficiente para el consumo inmediato del xenobibtico, cuando éste
se vuelve disponible en pequefas cantidades (Egli, 1995, 2002). Como
consecuencia, cuando las células cuentan con diversas fuentes de carbono que
les permite mantener su biomasa, el proceso de biodegradacion se vera
interrumpido. Hay que recalcar que el beneficio a largo plazo para la célula de
mantener un nivel base de enzimas degradadoras de HAPs debe ser mas alto que
el costo de producir a dichas enzimas, por la caracteristica para ser
evolutivamente estable (Johnsen et al., 2005).

1.3.3 Participacion de enzimas en la degradacion de HAPs

En afos recientes de han descrito cuéles son las enzimas que participan en el
proceso de biodegradacién de compuestos aromaticos y son oxigenasas (di y
monooxigenasas), deshidrogenasas y enzimas lignoliticas. Este ultimo grupo lo
componen las lignina-peroxidasas, lacasas y manganeso-peroxidasa (Haritash &
Kaushik, 2009; Kanaly & Harayami, 2000).

El desarrollo en tecnologia de proteinas en ultimas fechas indica que las
reacciones estéreo- selectivas de los procesos biocataliticos de hidroxilacién, de

enzimas monooxigenasas citocromo p450 dependientes, dioxigenasas,
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lipooxigenasas, y peroxidasas tienen un gran potencial para las conversiones
enantio-especificas donde estan involucrados sustratos petroquimicos y sus
derivados (Cheng et al., 2002; Holland, 2000).

Un escenario de inhibicion en la produccion de enzimas en el proceso de
biodegradacion es cuando hay competencia entre las aquellas enzimas
involucradas en la oxidacion o transporte, acumulacién de subproductos derivando
en cotoxicidad, y el blogueo de inducciéon de enzimas (Bouchez et al., 1995;
Juhasz et al., 2002, Stingfellow & Aitken, 1995; Shuttleworth & Cerniglia, 1996).
Determinar cual mecanismo es el que interviene en cada situacién puede resultar
complicado por la presencia de metabolitos de diferentes HAPs (Van Hamme et
al., 2003).

1.4  Alcanos

1.4.1 Caracteristicas y toxicidad

Se les conoce también como hidrocarburos saturados alifaticos, y como
parafinas, por su poca afinidad quimica hacia otras sustancias; su férmula general
es CnHon.o. Estan constituidos por enlaces simples - C — C, y C — H. Estos
compuestos se distinguen por ser los menos reactivos de los compuestos
organicos, ya que para producir un cambio en su estructura se requieren
temperaturas elevadas, que aumentan de acuerdo al incremento de sus pesos
moleculares (McMurry, 2008). Los mas ligeros (metano, etano, propano y butano)
se encuentran en los gases naturales, los medios (del pentano hasta el hexano)
en el petrdleo y los mas pesados en las ceras minerales (Fraume, 2007). Su
densidad es menor que la del agua. Son insolubles en agua, pero son solubles en
éter, alcohol y derivados halogenados e hidrocarburos. Estos son relativamente
inertes biolégicamente y no estdn comunmente involucrados en la quimica de los
organismos vivos; sin embargo reaccionan con oxigeno, halégenos y otras
sustancias bajo condiciones apropiadas experimentando comunmente reacciones
de sustitucion (McMurry, 2008).



Los alcanos lineales tienden a ser biodegradables debido a la simplicidad de su
estructura molecular. Sin embargo, altas concentraciones de alcanos, de 5 a 10
carbonos, inhiben la biodegradacién, ya que actian como solventes de la capa
lipidica de los microorganismos. Aquellos alcanos de Cy a C40 generalmente
tienen muy baja solubilidad en agua, lo que interfiere con la degradacién biol6gica.
En general, la degradacién de alcanos origina productos muy oxidados, los cuales

son menos volatiles que sus compuestos parentales (Pellini, 2006).

Los hidrocarburos alifaticos son introducidos en el ambiente tanto por
actividades humanas como por procesos naturales, por lo que no son calificados,
en si, como compuestos xenobibdticos, aunque muchos casos de contaminacién
con altos niveles de alcanos en suelos son causados por procesos industriales

relacionados con petréleo (Janssen et al., 2005).

1.4.2 Participacion de enzimas en la degradacion de alcanos

Los microorganismos cuentan con una compleja maquinaria metabdlica que les
permite utilizar petréleo como fuente de carbono y energia. Los alcanos son una
excelente fuente de carbono y energia, por lo que muchos organismos han
desarrollado mecanismos que les permiten explotar este recurso. Estos
compuestos requieren de ciertos procesos previos antes de que sean degradados
y usados como fuente de carbono.

Desde un punto de vista genético, la ruta de degradacion de alcanos mejor
descrita es la del plasmido OCT de Pseudomonas putida Gpo1 (conocida
anteriormente como Pseudomonas oleovorans), que degrada alcanos con 5 vy
hasta 12 carbonos (Janssen et al, 2005). Dicha ruta se basa en una
monooxigenasa ligada a membrana, una rubredoxina soluble y una enzima
rubredoxina-reductasa que permiten el traslado de electrones por la via NADH
hacia las hidrolasas, que convierten los alcanos en alcohol. Estos pueden ser
oxidados mas adelante a aldehidos y en acidos antes de proceder con los ciclos
de B-oxidacién y acido tricarboxilico (van Beilen et al., 1994; van Beilen et al.,
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2001). Se especula que un factor primordial para que se pueda manifestar la
enzima lipasa en los procesos de biodegradacién, es el tipo de hidrocarburo, ya
que la degradacién microbiolégica de hidrocarburos alifaticos generalmente
desencadena la formacién de acil-CoA, producto de la degradacién de grasas, el
cual es finalmente metabolizado en la célula para la formacion de energia y

crecimiento celular (Singer M.E. & Finnerty W.R., 1984).

El primer paso en la degradacién aerobia de los alcanos es la introduccion de
atomos de oxigeno derivados del oxigeno molecular del sustrato, el cual es
llevado a cabo por oxigenasas, enzimas de alto interés en biorremediacién y en
procesos biocataliticos. Tipicamente, los alcanos son hidrolizados al
correspondiente alcohol primario y posteriormente oxidados por alcohol vy
aldehido- deshidrogenasas. Los alcanos de cadena corta son metabolizados via
oxidacién terminal y subterminal. Los acidos grasos resultantes se integran al ciclo
B-oxidacién o son incorporados como lipidos celulares. En algunos casos, ambos
extremos de los sustratos de alcanos son oxidadas, lo que ha sido explotado para
la produccion de acidos dicarboxilicos (Van Beilen & Witholt, 2005; Fujita et al.,
2007).

Otras de las enzimas involucradas en la degradacion de alcanos son: las
alcano-hidroxilasas, las desahologenasas (haloalcano deshalogenasas), las
cuales poseen una a/B-hidrolasa principal como uno de sus dominios plegados y
en ocasiones se ha encontrado en lipasas, acetilcolinesterasas, esterasas,
lactonasas, epdxido hidrolasas y otras mas, por lo que se considera que las
haloalcano deshalogenasas pertenecen a una super familia de proteinas, cuyos
miembros pueden llevar a cabo varias reacciones, la mayoria con compuestos no

halogenados (Janssen et al., 2005).
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1.5 Lipasas

1.5.1 Caracteristicas

Las lipasas (acilglicerolhidrolasas E.C.3.1.13) se desempeian como
catalizadoras en reacciones lipoliticas, a través de la hidrélisis de los enlaces éster
en la interfase entre el sustrato de fase insoluble y la fase acuosa. Los sustratos
naturales de las lipasas son triacilgliceroles de cadena larga, los cuales tienen muy
poca solubilidad en agua. Sin embargo, existen un sin fin de lipidos simples y
compuestos que son degradados por la accién de las lipasas, tales como ceras,
terpenos, lipopolisacaridos, etc. Las lipasas se emplean para aplicaciones
industriales diversas, tales como la produccién de farmacéuticos, cosméticos,
pieles, detergentes, alimentos, perfumes, diagnosticos médicos, etc. Son
producidas por varias plantas, animales, de las grasas mismas, de forma sintética
0 generadas por diversos microorganismos: bacterias (Pseudomonas sp.,
Burkholderia sp., Enterobacter sp., Staphylococcus, Streptococcus, entre otras) y
algunas levaduras. La temperatura 6ptima de produccion de lipasas depende de
la temperatura de crecimiento del respectivo microorganismo, sin embargo, se ha
observado que en general, las lipasas son producidas entre 20 y 45 °C. Su periodo
de produccién llega a variar de pocas horas hasta algunos dias (Des Abbayes et
al., 1989; Gupta et al., 2004; Sinhg et al., 2006).

Otra caracteristica que hacen de las lipasas una enzima muy atractiva para la
industria es que en el caso de aquellas producidas por Pseudomonas
pseudomallei, se ha mostrado que llegan a tener una actividad maxima en pH 10,
y en otros casos se ha detectado que llegan a mantener casi el 80 % de su
actividad en pH 11 y mantenerse altamente estables en un intervalo de pH 7 a
10.5. (Watanabe et al., 1977). Este género tiene una amplia capacidad enzimatica
para utilizar compuestos de diferente naturaleza quimica, incluyendo
hidrocarburos alifaticos, como lo reportan Kanwar & Goswami, (2002), en donde
describen la producciéon de enzima lipasa de P. pseudomallei 12Sm en un medio

gue contenia n-hexadecano como unica fuente de carbono y energia.
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1.5.2 Actividad de lipasas y la degradacion de hidrocarburos

Los trabajos precursores en el uso de compuestos derivados del petroleo y
produccién de lipasas lo son Breuil et al. (1977) quienes describen los altos
niveles de produccion de lipasa en Acinetobacter Iwoffi O16 en presencia de
petréleo crudo, hexadecano, octadecano y otros alcanos como Unica fuente de
carbono a 20°C, e igualmente mencionan que hay una relacién positiva entre la
produccién de lipasas y la utilizacion de hexadecano en Pseudomonas

aeruginosa.

Segun Margesin et al. (2007) la actividad de las lipasas en suelos se ve
favorecida en altas concentraciones de diesel, lo que indica una induccion en la
actividad de estas con la contaminacion en suelos. Esta induccion es atribuida a la
aparicién de productos derivados de la biodegradacién de hidrocarburos, el cual
es el sustrato para las hidrolasas, incluyendo esterasas-lipasas. Se reporta que
algunos factores de interferencia, como la composicién del contaminante y el nivel
de compuestos recalcitrantes, puede influenciar la actividad de las lipasas en
suelos cuando la contaminacioén lleva algunos afios, ya que dicha actividad es mas
facilmente detectable en suelos recién contaminados por derivados del petréleo,
debido al alto contenido de compuestos alifaticos (Margesin & Schinner, 2001;
Margesin et al., 2003). Ademas el tipo de suelo y la composicién cualitativa y
cuantitativa de los hidrocarburos puede ser una limitante para la actividad
enzimatica de las lipasas, llegando a inhibir su actividad (Margesin & Schinner,
2001).

Asi también se ha detectado que los suelos contaminados con petréleo
contienen cantidades importantes de sustancias solubles en mezclas alcohol-
benceno (bitumen), las cuales son retenidas en las porciones poco profundas de
los suelos, y dichas sustancias son probables estimuladores de la actividad de
lipasas en el suelo (Kireeva et al., 2006).

Las lipasas producidas por microorganismos adaptados a bajas temperaturas,

han mostrado altas tasas de catalisis en comparacién con aquellas producidas por
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microorganismos mesofilos o termdfilos, los cuales muestran poca o nula actividad
en bajas temperaturas. Esas lipasas han desarrollados un amplia gama de
caracteristicas estructurales que les confieren un alto nivel de flexibilidad,
particularmente se convierten en activacién de baja entalpia sobre el sitio activo,
tienen una baja afinidad por sustratos y cuentan con una alta actividad especifica
a bajas temperaturas. Por otra parte, el maximo nivel de actividad de estas
enzimas es desplazado hacia bajas temperaturas con un concomitante

decremento en la estabilidad térmica (Joseph et al., 2008).

El potencial de las lipasas adaptadas a bajas temperaturas es de gran
importancia en el rubro ambiental, particularmente en el campo de tratamiento de
aguas residuales, biorremediacion en ambientes de bajas temperaturas
contaminados con grasas y en la sintesis de compuestos en condiciones frias
(Buchon et al., 2000). Se ha observado degradacién maxima de resina de etanol
por Pseudomonas sp., al igual que de Rhodococcus sp. en aceites de petréleo y
resinas de benceno por parte de lipasas producidas por microorganismos
psicrotréficos. Ademas, estas enzimas han establecido un punto de partida para el
uso de dichos microorganismos degradadores de aceites y sus derivados en
ambientes templados.

De acuerdo con Margesin et al. (1999), la actividad de las lipasas en suelo se
incrementa con el tiempo y permanece inalterable con la acumulacién de
compuestos recalcitrantes y menos biodisponibles. Se menciona ademas, la
escasa literatura con informacién sobre la actividad de lipasas en suelos
contaminados con petréleo, y se asume que los sistemas enzimaticos para la
degradacion de lipidos son similares a aquellos relacionados con la
biodegradacion del petréleo, y que la adicion de nutrientes en suelo, como los
fertilizantes, puede incrementar considerablemente tanto a la actividad metabdlica,
como la biomasa de los microorganismos capaces de degradar de igual manera
tanto a hidrocarburos como a lipidos. También hace referencia al supuesto de la
induccién de lipasas que fue confirmado por el hecho de que la actividad de
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lipasas en suelo se incrementd con un aumento inicial de las concentraciones de

petréleo (Margesin et al., 1999).

En otros estudios, como en el de Del rio et al (1990) se hizo una
caracterizacion mas detallada de la inhibicion en la produccién de lipasas en
Pseudomonas sp. utilizando como Unica fuente de carbono n-hexadecano y se
reportd que subproductos, como gliceroles y acidos grasos son capaces de inhibir
la actividad enzimatica. Asi también, se conoce segun Makhzoum et al. (1995) que
varios azucares y sustratos mas complejos, igualmente inhiben la actividad
enzimatica de P. fluorescens. Otro estudio mas reciente describe la capacidad de
la cepa de P. aureginosa, la PTz-5, capaz de utilizar benceno, tolueno e
igualmente hexadecano como Unica fuente de carbono y capaz de producir lipasa
extracelular que cataliza triglicéridos a acidos grasos libre y glicerol (Mukherlee et
al., 2010)

Se ha sefialado que el método mas efectivo para evaluar la eficiencia de
biorremediacion de hidrocarburos es el monitoreo de las tasas de degradacion.
Margesin (et al., 1999) propone evaluar la actividad de enzima lipasa para medir la
degradacion de derivados de petroleo en suelos. En este trabajo se recurre a
dicha propuesta para evaluar la respuesta enzimatica de lipasa en una cepa
Pseudomonas sp. en la degradacion de compuestos aromaticos y alifaticos

contenidos en la fraccién de queroseno.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Investigar la factibilidad de utilizar la actividad lipolitica como biomarcador en la
biodegradaciéon de compuestos aromaticos y alcanos del petréleo en sistemas en
medio liquido mediante Pseudomonas sp.

2.2 Objetivos especificos

e Determinar el efecto de diversos compuestos aromaticos y alcanos sobre la
expresién del sistema lipolitico de Pseudomonas sp.

e Determinar el efecto de la concentracién de hidrocarburos aromaticos y
alcanos, pH y fuentes de carbono adicionales sobre la expresion del
sistema lipolitico de Pseudomonas sp.
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3. JUSTIFICACION

Las lipasas son reconocidas como enzimas de interés biotecnoldgico en varias
areas. Sin embargo, no se ha llegado a estudiar con profundidad el papel que
desempefian en los sistemas de biorremediacién de sitios contaminados con
hidrocarburos. Por lo que el estudio basico de estas enzimas en los sistemas se
hace necesario, pues permitira conocer su comportamiento en diferentes
condiciones para poder ser asociadas a un determinado efecto. Aunado a ello,
tampoco ha sido estudiada la participacién de estas enzimas en la biodegradacion
de algun tipo de hidrocarburo.
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4. HIPOTESIS

Los hidrocarburos estan clasificados como lipidos simples, pudiendo ser siendo
entonces, degradados por enzimas lipoliticas (lipasas). La actividad de enzima
lipasa puede ser utilizada como marcador biolégico para establecer la reduccién
en la concentracién de compuestos derivados del petréleo (aromaticos y alcanos)

en los sistemas de biorremediacion.

18



5. MATERIALES Y METODOS

5.1 FASE |. Evaluacion de la induccion del sistema lipolitico de Pseudomonas sp.
a través de compuestos aromaticos y alcanos.

Para el desarrollo de esta fase experimental se utilizaron como fuente de
carbono 12 compuestos derivados del petrdleo entre aromaticos y alifaticos; cuatro
de ellos identificados como parte de la fraccion del queroseno: n-Hexano, 1,2,3,4-
tetrahidronaftaleno, indeno, 9,10-dimetilantraceno, (Chilcott, 2006); siete mas
seleccionados por ser monoaromaticos y heteroaromaticos: dioctilftalato, butil
benceno, butil benzoato, benceno, acido benzoico, tolueno y piridina; y un altimo
compuesto(s) mas que fue la misma fraccibn de queroseno, (Todos los
compuestos fueron de la marca Sigma-Aldrich, Co. con excepcién del queroseno).
Las caracteristicas fisico-quimicas y toxicolégicas de cada uno se describen en el
Anexo 1.

5.1.1 Cepa utilizada

La bacteria utilizada fue Pseudomonas sp. previamente aislada del campo
petrolero “Pareddn 317, del estado de Tabasco, México (Cervantes- Gonzélez et
al., 2008).

5.1.2 Preparacion del inoculo

El inoculo se prepar6 en matraces Erlenmeyer de 125 ml, utilizando 25 ml de
medio mineral (MM): 0.30 KNO3, 0.0332 FeCl; 6H,0, 0.2 MgSO4 7H.0, 0.1 CaCl,
y 1 KoHPO4 (g/l), pH 6.8. Se adiciond queroseno a una concentracion de 20,000
mg/l. Finalmente el medio de cultivo se inoculé con una asada de la cepa
Pseudomonas sp. y se incub6 a 28 °C y 180 rpm durante tres dias. En caso

necesario se realizaron resiembras para contar con el inoculo fresco.
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5.1.3 Efecto de compuestos aromaticos y alcanos en la induccion del sistema de
lipasas de Pseudomonas sp.

Se prepararon seis series experimentales para evaluar el efecto de cada
hidrocarburo sobre la expresion de las lipasas de Pseudomonas sp. Para esto se
prepararon matraces Erlenmeyer de 125 ml conteniendo 25 ml de MM adicionados
de cada hidrocarburo como se indica en la Tabla 1. Cabe destacar que de acuerdo
a los resultados se evaluaron dos concentraciones de algunos de los
hidrocarburos probados (5000 y 3000 ppm, serie experimental No. 1 y 3,
respectivamente), asi como la presencia de una fuente adicional de carbono
(sacarosa 0.5 %) y/o la adicién de un surfactante no-iénico (Triton X-100) (Series
experimentales No. 2, 4, 5 y 6). Cada matraz fue inoculado con 0.1 ml de inoculo y
posteriormente incubado durante cinco dias a 28 °C y 180 rpm. Al término de este

periodo se evaluo la actividad de enzima lipasa.
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Tabla 1. Descripcion de series experimentales para la evaluacién de la induccion de lipasas de Pseudomonas sp.

Compuesto Serie experimental Serie experimental Serie experimental No.  Serie experimental No. Serie experimental Serie experimental
No. 1 No. 2 3 4 No. 5 No. 6
n-Hexano [5000 ppm] [5000 ppm] + 500 [3000 ppm] [3000 ppm] + 1000 ppm [3000 ppm] + [3000 ppm] + sacarosa 0.5
ppm Triton X-100 Triton X-100 sacarosa 0.5 % % + 1000 ppm Triton X-100
1,2,3,4-tetrahidro- [5000 ppm] [5000 ppm] + 500 [3000 ppm] [3000 ppm] + 1000 ppm [3000 ppm] + [3000 ppm] + sacarosa 0.5
naftaleno ppm Triton X-100 Triton X-100 sacarosa 0.5% % + 1000 ppm Triton X-100
Butil-benceno [5000 ppm] [5000 ppm] + 500 [3000 ppm] [3000 ppm] + 1000 ppm [3000 ppm] + [3000 ppm] + sacarosa 0.5
ppm Triton X-100 Triton X-100 sacarosa 0.5 % % + 1000 ppm Triton X-100
Butil-benzoato [5000 ppm] [5000 ppm] + 500 [3000 ppm] [3000 ppm] + 1000 ppm [3000 ppm] + [3000 ppm] + sacarosa 0.5
ppm Triton X-100 Triton X-100 sacarosa 0.5 % % + 1000 ppm Triton X-100
Indeno [5000 ppm] [5000 ppm] + 500 [3000 ppm] [3000 ppm] + 1000 ppm [3000 ppm] + [3000 ppm] + sacarosa 0.5
ppm Triton X-100 Triton X-100 sacarosa 0.5 % % + 1000 ppm Triton X-100
9,10- [5000 ppm] [5000 ppm] + 500 [3000 ppm] [3000 ppm] + 1000 ppm [3000 ppm] + [3000 ppm] + sacarosa 0.5
dimetilantraceno ppm Triton X-100 Triton X-100 sacarosa 0.5 % % + 1000 ppm Triton X-100
Glucosa [5000 ppm] [5000 ppm] + 500 ND ND ND ND
ppm Triton X-100
Queroseno ND ND [3000 ppm] [3000 ppm] + 1000 ppm [3000 ppm] + [3000 ppm] + sacarosa 0.5
Triton X-100 sacarosa 0.5 % % + 1000 ppm Triton X-100
Benceno ND ND [3000 ppm] [3000 ppm] + 1000 ppm [3000 ppm] + [3000 ppm] + sacarosa 0.5
Triton X-100 sacarosa 0.5 % % + 1000 ppm Triton X-100
Dioctilftalato ND ND [3000 ppm] [3000 ppm] + 1000 ppm [3000 ppm] + [3000 ppm] + sacarosa 0.5
Triton X-100 sacarosa 0.5 % % + 1000 ppm Triton X-100
Tolueno ND ND [3000 ppm] [3000 ppm] + 1000 ppm [3000 ppm] + [3000 ppm] + sacarosa 0.5
Triton X-100 sacarosa 0.5 % % + 1000 ppm Triton X-100
Acido benzoico ND ND [3000 ppm] [3000 ppm] + 1000 ppm [3000 ppm] + [3000 ppm] + sacarosa 0.5
Triton X-100 sacarosa 0.5 % % + 1000 ppm Triton X-100
Piridina ND ND [3000 ppm] [3000 ppm] + 1000 ppm [3000 ppm] + [3000 ppm] + sacarosa 0.5
Triton X-100 sacarosa 0.5 % % + 1000 ppm Triton X-100

ND: No Determinado
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De acuerdo a los resultados que mas adelante se detallan, se evaluaron otras
tres concentraciones adicionales de indeno y n-hexano y se realizé la comparacion
con la actividad de lipasa al utilizar al mismo tiempo sacarosa al 0.8 % como
fuente adicional de carbono (Tabla 2).

Tabla 2. Concentraciones de indeno y n-hexano utilizadas para evaluar la induccion de
las lipasas de Pseudomonas sp.

Compuesto  Concentracion Concentracion del compuesto +

utilizada como Fuente de carbono adicional

unica fuente

de carbono
800 ppm 800 ppm + sacarosa 0.8 %
Indeno 1200 ppm 1200 ppm + sacarosa 0.8%
1600 ppm 1600 ppm + sacarosa 0.8%
800 ppm 800 ppm + sacarosa 0.8 %
n-hexano 1050 ppm 1050 ppm + sacarosa 0.8 %
1300 ppm 1300 ppm + sacarosa 0.8 %

5.1.4 Evaluacion de la actividad de lipasa

La evaluacién de la actividad de lipasa se realiz6 en base a la técnica reportada
por Margesin et al. (2002) con algunas modificaciones. Se tomaron 2 ml de cada
medio de cultivo en el que se evaluaria la enzima y se centrifugaron en tubos de
polipropileno a 13,000 rpm a 4 °C por 8 min., se tomd 1.0 ml de extracto libre de
células y se coloc6 en un tubo de vidrio al que se le adiciond 2.0 ml de regulador
0.1 M KH2PO4/NaOH pH 7.2. Los tubos se sometieron a preincubacioén en un bafno
térmico de agua durante 10 min a 37 °C. Pasado este lapso de tiempo se
adicionaron 20 pl del sustrato [100 mM p-nitrofenol butirato (pNPB) diluido en 2-
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propanol y almacenado a -20 °C], el contenido se mezcl6 perfectamente y se
mantuvo la reaccién durante 15 minutos. El proceso de reaccion de la enzima se
detuvo introduciendo los tubos en un bafo de hielo, la liberacién del p-nitrofenol
(PNP) fue medida espectrofotométricamente a 400 nm. La absorbancia fue
extrapolada en una curva tipo de 0 a 100 ug pNP. La actividad de enzima lipasa
se expresé en pug pNP/ml.

5.2 FASE Il. Cinéticas de produccion de las lipasas de Pseudomonas sp y
evaluacion del efecto del pH, concentracion de sacarosa y concentracion de
hidrocarburos.

En esta fase se realizaron cinéticas de produccién de la enzima utilizando
como fuente de carbono los compuestos que mostraron mayor actividad en la
induccion de la enzima (Fase |) y posteriormente se evalué mediante el disefio
experimental de Box-Behnken el efecto de la concentracién de sacarosa, pH vy
concentracion del hidrocarburo en la produccion de la enzima y en la degradacién
del hidrocarburo utilizado.

5.2.1 Cinéticas de produccion de lipasas de Pseudomonas sp.

Se prepararon matraces Erlenmeyer de 125 ml, conteniendo 25 ml de MM, a
cada matraz le fue adicionado el hidrocarburo correspondiente: 1,2,3,4-
tetrahidronaftaleno (2700 ppm), butil-benceno (2250) 6 n-hexano (1300 ppm), 0.1
ml de inoculo, y en algunas cinéticas se le adiciond Triton X-100 (2000 ppm) y
sacarosa al 0.8 % (Tabla 3).
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Tabla 3. Fuentes de carbono utilizadas en las cinéticas de produccion de enzima lipasa.

Cinética Hidrocarburo Sacarosa 0.8 % Triton X-100

No. (2000 ppm)
1 1,2,3,4-tetrahidronaftaleno - -
2 1,2,3,4-tetrahidronaftaleno Si -
3 1,2,3,4-tetrahidronaftaleno - si
4 1,2,3,4-tetrahidronaftaleno Si Si
5 Butil-benceno - -
6 Butil-benceno Si -
7 Butil-benceno - si
8 Butil-benceno Si si
9 n-hexano Si -
10 n-hexano Si si
11 - - si
12 - Si -

(Si)-adicion de la fuente de carbono, (-): no adicion de la fuente de carbono

Los matraces fueron incubados durante 15 dias a 30 °C y 180 rpm. Cada 24 h
durante los primeros cuatro dias de incubacién y cada tres dias durante los
siguientes 11 dias se retir6 un matraz para evaluar crecimiento microbiano por
dilucién en placa; se midi6 el pH mediante el uso de un potenciometro (PHS-3C) y

actividad de lipasa con la técnica antes descrita.
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5.2.2 Efecto del pH, concentracion de sacarosa y concentracion del hidrocarburo
en la produccion de lipasas de Pseudomonas sp a través del diserio experimental
de Box-Behnken.

Se utilizo el diseno experimental de Box-Behnken para evaluar el efecto de tres
variables independientes sobre la actividad enzimatica y la remocién del
hidrocarburo. El disefio consistié en 15 experimentos (Tabla 4) con tres variables

y tres niveles cada una; concentracion del hidrocarburo, pH y concentraciéon de

sacarosa.
Tabla 4. Diseno experimental de Box-Behnken
Matraz Concentracion del pH Concentracion de
No. hidrocarburo (ppm) sacarosa %

1 -1 -1 0
2 -1 1 0
3 1 -1 0
4 1 1 0
5 -1 0 -1
6 -1 0 1
7 1 0 -1
8 1 0 1
9 0 -1 -1
10 0 -1 1
11 0 1 -1
12 0 1 1
13 0 0 0
14 0 0 0
15 0 0 0

pH: “1“corresponde a pH 9; “0” corresponde a pH 8 y “-1” corresponde a pH 7.

Concentracion de sacarosa: “1” corresponde a 1.0 %; “0” corresponde a 0.9 % y “-1” corresponde a 0.8%
1,2,3,4-tetrahidronaftaleno: “1” corresponde a 2730 ppm; “0” corresponde a 1950; “-1” corresponde a 1170.
Butil-benceno: “1” corresponde a 2240 ppm; “0” corresponde a 1550 ppm; “-1” corresponde a 860 ppm.
n-hexano: “1” corresponde a 1830 ppm; “0” corresponde a 1570 ppm; “-1” corresponde a 1300 ppm.
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El disefio experimental se prepard por duplicado en matraces Erlenmeyer de 125
ml conteniendo 25 ml de MM y 2000 ppm de Triton X-100 acorde con los
experimentos (Tabla 4), cada matraz fue posteriormente inoculado con 0.1 ml de
inoculo fresco. Trascurridos cinco dias de incubacién en la oscuridad a 180 rpm y
28 °C, se evalud la actividad enzimatica de lipasa con la técnica antes descrita.

Ademas se prepararon tres controles sin inocular para cuantificar las pérdidas
abidticas de los hidrocarburos. Este disefio se realizo utilizando 1,2,3,4-

tetrahidronaftaleno, butil-benceno y n-hexano por separado.

5.2.3 Anélisis estadistico

La prueba estadistica empleada para el analisis de las superficies de respuesta
de los disefios Box-Behnken ANOVA por una prueba matriz de Fisher (prueba F).
Para esto se utilizd el software estadistico DOE++ de Relia Soft, versiéon de

evaluacién, por medio de un disefio Método de Superficie de Respuesta.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 FASE I. Evaluacion de la induccion del sistema lipolitico de Pseudomonas
sp. mediante compuestos aromaticos y alifaticos.

Dentro de la primera etapa se analizé la induccion de lipasas por diversos
hidrocarburos del petréleo. Los primeros resultados mostraron que ninguno de los
compuestos fue capaz de inducir por si solo la actividad enzimatica de
Pseudomonas sp. al utilizar 5000 ppm (Serie experimental No. 1). De tal manera
que se analiz6 el efecto de la presencia del surfactante Triton X-100 al utilizar la
misma concentracién de hidrocarburos (Serie experimental No. 2), encontrandose
que se favorecié la induccidén de las lipasas pero solo al utilizar butil benceno,
9,10-dimetilantraceno y n-hexano, cuantificando como méaximo 2.6 pg pNP/ml con
el 9,10-dimetilantraceno (Figura 1). Posteriormente, al utilizar los hidrocarburos
como unica fuente de carbono a una concentracion de 3000 ppm (Serie
experimental No. 3) se registrd actividad enzimatica en cuatro ellos (butil-benceno,
1,2,3,4-tetrahidronaftaleno, n-hexano y benceno), lo anterior sugiere que la
concentracion a la que se encuentre el hidrocarburo es determinante para la
expresion de la enzima durante el proceso de degradacion. Ademas, también se
observa que no todos los hidrocarburos ensayados fueron inductores de la lipasa
de Pseudomonas sp. al menos no a la concentracion de 3000 é 5000 ppm. Lo

anterior sugiere una alta especificidad de la enzima por el sustrato (hidrocarburo).

Adicionalmente, se analiz6 la expresion de la lipasa al utilizar el surfactante
Triton X-100 adicionado a cada hidrocarburo a 3000 ppm (Serie experimental No.
4) y los resultados indicaron un incremento en la actividad enzimdtica en
comparacién con el uso de los diferentes hidrocarburos como Unicas fuentes de

carbono (Serie experimental No. 3).

Sin embargo, ésta actividad enzimdtica se registré en los mismos cuatro
hidrocarburos que presentaron actividad y adicionalmente con el 9,10-
dimetilantraceno (Figura 1).
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El incremento de actividad enzimatica por efecto del Triton X-100 en el cultivo,
se especula que puede deberse a lo senalado por Li & Chen (2009) quienes
mencionan que los surfactantes favorecen la solubilidad y disolucion de
hidrocarburos al disminuir la tensién superficial y con ello se incrementa el
contacto entre los microorganismos y el hidrocarburo, conllevando a una mayor
degradacion del mismo. De tal manera que de acuerdo a los resultados una mayor
degradacion del hidrocarburo podria estar asociada a una mayor actividad de
lipasa. Las actividades mas altas que se produjeron fueron al utilizar 1,2,3,4-
tetrahidronaftaleno con 12.17 y con benceno con 12.33 pg pNP/ml (Serie
experimental No.4, Figura 1). Al respecto, Lin (et al, 1995) describen que la
adicion de Triton X-100 a un medio de cultivo conteniendo como fuente de
carbono aceite de oliva fue capaz de incrementar la produccién de lipasa en P.

pseudoalcaligenes F-111 hasta en 50 veces.

Conjuntamente se encontré que el uso del Triton X-100 como Unica fuente de
carbono por Pseudomonas sp. indujo la actividad de lipasa, cuantificandose una
actividad de 14 ug pNP/ml a los cinco dias de incubacién; lo anterior sugiere la
posibilidad de contar con un efecto aditivo o sinérgico en la produccién de enzima
al utilizarse el Triton X-100 en conjunto con cada uno de los cinco hidrocarburos
antes mencionados, pero no asi para los casos del butil-benzoato, dioctilftalato,
indeno y piridina, en donde no se presentd actividad enzimatica aunque se
presentd crecimiento de la cepa, sugiriendo que la degradacion de estos
compuestos no se realiza por la accién de las lipasas.
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Figura 1. Actividad de lipasa de
Pseudomonas sp. en presencia de A)
butil-benceno, B) 1,2,3,4-
tetrahidronaftaleno, C) 9,10-
dimetilantraceno, D) n-hexano y E)
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En el caso de la utilizacién de acido benzoico y tolueno no se presentd
crecimiento de la cepa aun en presencia de Triton X-100, lo cual indica una nula

tolerancia a éstos hidrocarburos.

Adicionalmente, se evalué el efecto del uso de una fuente de carbono de facil
asimilacion como lo es la sacarosa en la induccion del sistema lipolitico de
Pseudomonas sp. Los resultados mostraron que sélo en dos compuestos la
actividad se incrementd en comparacién con el uso del hidrocarburo como Unica
fuente de carbono: 9,10-dimetilantraceno y 1,2,3,4-tetrahidronaftaleno, de 0.04 a
5.24 ug pNP/ml y 1.57 a 3.84 ug pNP/ml, respectivamente, (serie experimental
No. 5, Figura 1). En el caso del uso del butil-benceno, n-hexano y benceno la
actividad disminuy6 de 2.22 a 0.38, de 0.74 a 0.0 y de 1.01 a 0 pg pNP/ml,
respectivamente por efecto de la presencia de sacarosa (Figura 1), esto sugiere
que la expresion de la lipasa es propensa a represién catabdlica. Los restantes
seis hidrocarburos evaluados no presentaron actividad aunque si crecimiento, lo
cual corrobora la no participacién de las lipasas extracelulares en el metabolismo
de degradacion. Al respecto, Boekema et al., (2007) indican que la presencia de
una fuente adicional de carbono como lo es la sacarosa favorece la actividad de
las lipasas, no asi la presencia de glucosa, esto en el sistema de degradacién de
aceite de oliva mediante Burkholderia glumae. Por el contrario Joseph et al.
(2011) mencionan que Micrococcus roseus produce mayor actividad lipolitica
teniendo como fuente de carbono alternativa glucosa en comparacién con
sacarosa, lactosa y maltosa. Es decir, que cada microorganismo presenta
represion catabodlica por carbono de acuerdo a su sistema de transporte de
carbohidratos a diferentes niveles (transcripcién, procesamiento de RNA,

traduccion y modificacion de proteinas).

Por dltimo, se evalu6 el efecto combinado de una fuente de carbono alterna
(sacarosa) y la presencia de un surfactante (Triton X-100) en la induccién de la
enzima al utilizar los hidrocarburos. Los resultados mostraron que al igual que en
la serie experimental donde se adiciond sacarosa, los mismos dos hidrocarburos

fueron los que incrementaron la actividad enzimatica hasta 19.44 ug pNP/ml en
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9,10-dimetilantraceno y hasta 21.7 pg pNP/ml  para el 1, 2, 3, 4-
tetrahidronaftaleno; no asi para el uso del hexano y benceno, en donde no se
observé actividad enzimatica de lipasa. Estos resultados confirman que la
degradacion de cada hidrocarburo es llevada a cabo mediante rutas diversas y
que la presencia de surfactantes y fuentes de carbono adicionales tienen efectos
diversos, de tal manera que el uso de la actividad de lipasa como marcador de la
degradaciéon de hidrocarburos es limitada. Estos resultados concuerdan con lo
reportado por Boekema et al., (2007) quienes mencionan que la presencia del
surfactante Triton X-100 no incrementa la actividad de la lipasa cuando la
sacarosa o la glucosa se ha utilizado como fuente de carbono en una cepa de
Burkholderia glumae, pero el uso de otro surfactante como lo es el Tween 80 si
estimula la produccion de lipasa cuando la sacarosa se utiliza como fuente de

carbono.

Por otro lado, se estudi6 la actividad de lipasa de Pseudomonas sp. utilizando n-
hexano como fuente de carbono a concentraciones menores que las dos
evaluadas previamente (5000 y 3000 ppm), lo anterior debido a que se ha descrito
que algunos n- alcanos como hexadecano y octadecano, inducen las lipasas
(Breuil, et al., 1978; Kanwar & Goswami, 2002; Boekema et al.,, 2007) y en la
presente investigacion la actividad de lipasa fue nula al utilizar 5000 ppm y 0.74 pg
pNP/ml al utilizar 3000 ppm. De tal manera que se evaluaron concentraciones de
800, 1050 y 1300 ppm como se indica en la Tabla 2, las actividades obtenidas
cuando se utilizd este compuesto como Unica fuente de carbono fueron similares
en las tres concentraciones (1 pg pNP/ml) (Figura 2A), de tal manera que no
tuvo efecto la concentracion, pero que tampoco se trata de una elevada actividad y
tampoco tuvo diferencia con la cuantificada al usar la concentracion de 3000 ppm
de n-hexano. En los casos donde se adicion6 sacarosa, las respuestas en las
actividades de enzima lipasa fueron mas altas, desde 2.35 para la concentracion
de 800 ppm y hasta 3.79 ug pNP/ml con 1300 ppm del hidrocarburo, lo cual indica
que se tiene un efecto positivo por la presencia de la sacarosa y que ademas
depende de la concentracién a la que se encuentre el hidrocarburo, pues en el
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caso de la utilizacion del n-hexano a 3000 ppm el efecto de la sacarosa fue

inhibitorio para la enzima.
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Figura 2. Actividad de enzima lipasa de Pseudomonas sp. en presencia de A) n-Hexano y

n-Hexano y sacarosa, B) indeno e indeno y sacarosa.

A: Serie experimental 1: 800 ppm n-hexano; Serie 2: 800 ppm n-hexano + sacarosa 0.8 %; Serie 3: 1050
ppm n-hexano; Serie 4: 1050 ppm n-hexano + sacarosa 0.8 %; Serie 5: 1300 ppm n-hexano; Serie 6: 1300
ppm n-hexano + sacarosa 0.8 %.

B: Serie experimental 1: 800 ppm indeno; Serie 2: 800 ppm indeno + sacarosa 0.8 %; Serie 3: 1200 ppm
indeno; Serie 4: 1200 ppm indeno + sacarosa 0.8 %; Serie 5: 1600 ppm indeno; Serie 6: 1600 ppm indeno +
sacarosa 0.8 %).

Otro caso particular fue el estudio del uso del indeno como fuente de carbono
para la induccién de la lipasa de Pseudomonas sp. por tratarse de un compuesto
monoaromatico similar al 1,2,3,4-tetrahidronaftaleno, con la diferencia de tener
unido un cicloalqueno en lugar de un cicloalcano. Como se menciono previamente
el indeno fue uno de los hidrocarburos que no indujeron la enzima a 5000 ni a

3000 ppm, de tal forma que se evalud posteriormente a 800, 1200 y 1600 ppm
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registrandose una actividad practicamente similar para las tres concentraciones
utilizadas (1 pug pNP/ml), no asi en los experimentos donde se adicion6 sacarosa,
en donde se cuantific6 una actividad de 2.07 yg pNP/ml al usar la mas baja
concentracion del hidrocarburo (800 ppm) y de 1.18 pg pNP/ml al utilizar 1600
ppm (Figura 2B). Como puede observarse la presencia de sacarosa favorecié la
actividad enzimatica mayoritariamente a menor concentracién de indeno. Ademas,
se observé que aunque la concentracion del indeno fue disminuida hasta una
tercera parte en comparaciéon con la utilizada con el 1,2,3,4-tetrahidronaftaleno
(3000 ppm), la actividad de lipasa no alcanzé sus niveles, es decir que aunque los
compuestos son muy similares estructuralmente, la lipasa aparentemente tiene
cierta especificidad. Cabe mencionar que no se encuentra estudiada la induccién

de lipasas mediante indeno.

6.2 FASE Il. Cinéticas de produccion de las lipasas de Pseudomonas sp. y
evaluacion del efecto del pH, concentracion de sacarosa y concentracion de
hidrocarburos.

En esta fase se analizd la produccion de lipasa y el crecimiento de
Pseudomonas sp. al utilizar dos compuestos aromaticos (1,2,3,4-
tetrahidronaftaleno y butil-benceno) y un compuesto alifatico (n-hexano), los
cuales fueron capaces de inducir la enzima de la cepa al utilizarse como Unicas
fuentes de carbono en la Fase |. Posteriormente, se evalué por medio del disefio
experimental de Box-Behnken el efecto del pH, el efecto de la concentracién de
sacarosa y de la concentracion del hidrocarburo sobre la produccion de la enzima;
lo anterior al utilizar cada uno de los hidrocarburos.

6.2.1 Cinéticas de crecimiento y de produccion de lipasa de Pseudomonas sp.

La velocidad de crecimiento de Pseudomonas sp. que mostré al utilizar el
compuesto aromatico 1,2,3,4-tetrahidronaftaleno como unica fuente de carbono,
fue la menor (0.01679 h™') en comparacién con las velocidades de crecimiento en
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donde se contaba con un compuesto de carbono adicional (sacarosa y/o Triton X-
100) (Figura 3A). El crecimiento que se presenté fue de 1.34 x10° UFC/ml a 8.88
x10” UFC/ml en un tiempo de siete dias de incubacién. Mientras que en los otros
casos, el maximo crecimiento se obtuvo durante los primeros dos o tres dias de
incubacion. Esto indica que las fuentes adicionales de carbono acortaron la fase
exponencial de crecimiento de Pseudomonas sp. favoreciendo la velocidad de
crecimiento, probablemente por efecto de una mas facil asimilacién de las fuentes
adicionales de carbono y/o por una disminucién de la toxicidad del compuesto
aromatico dada por la adicion de la sacarosa y/o Triton X-100.

Si se compara el efecto de la presencia del detergente contra el de la sacarosa
al utilizar 1,2,3,4-tetrahidronaftaleno, puede observarse que la velocidad de
crecimiento de Pseudomonas sp. en ambas cinéticas fue similar, 0.064016 h™' y
0.047083 h', respectivamente. Sin embargo, si se comparan con la velocidad de
crecimiento de la cepa cuando crecioé en presencia de ambas fuentes adicionales
de carbono junto con el hidrocarburo 1,2,3,4-tetrahidronaftaleno, se observa
aparentemente un efecto sinérgico (0.21177 h™").

De forma paralela al crecimiento también, se evalu6 la actividad de lipasa
en las distintas cinéticas. Los resultados mostraron que cuando se adiciond
sacarosa y Triton X-100 se obtuvo la mayor actividad de enzima lipasa (45.23 pg
pNP/ml). Esto refleja un efecto sinérgico o aditivo sobre la cepa, ya que en
comparacién con la adicién de sacarosa o Triton X-100, o la sola presencia del
hidrocarburo, la actividad de enzima lipasa expresada a los cuatro dias de
incubacion fue de 27.4, 28.19y 3.13 ug pNP/ml, respectivamente (Figura 3B) .

El efecto positivo que provoca la presencia de fuentes adicionales de carbono
basicamente proteinas o polimeros sobre la mejora en algun proceso de
biodegradacién y de crecimiento de la biota se encuentra poco documentada en
sistemas liquidos, la mayoria de los reportes donde se menciona la degradacién
preferencial de un grupo especifico de hidrocarburos se ha estudiado en sistemas
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sblidos en procesos de composteo, basicamente por la adicibn de materia

organica, que sirve como fuente de nutrientes, aireacion y otros procesos.
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Figura 3. Curvas de crecimiento y actividad de lipasa de Pseudomonas sp. durante 15
dias de incubacion a 30° C y 180 rpm, cultivada en 1,2,3,4-tetrahidronaftaleno de acuerdo
ala Tabla 3, cinéticas 1, 2, 3y 4.

Adicionalmente, se analiz6 el crecimiento y la actividad de enzima lipasa de la
cepa de Pseudomonas sp. al utilizar Unicamente el surfactante 6 la sacarosa como
unicas fuentes de carbono y energia (Figura 4A y 4B). Cuando se utilizé el
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surfactante no iénico Triton X-100 como Unica fuente de carbono la velocidad de

crecimiento alcanzada fue de 0.089962 h™', con un incremento de la poblacién de

1.13 x 10° hasta 1.63 x10” UFC/mI durante los dos dias de incubacion. Mientras

que la expresion de la actividad de lipasa fue de 0.33 a 21.31 ug pNP/ml

alcanzada a los quince dias de incubacién. El efecto que parece tener el

surfactante no iénico, Triton X-100, sobre la expresion enzimatica y en el

crecimiento de la cepa es inductor, sin embargo no se conoce el mecanismo por

el cual este compuesto es aprovechado por la cepa.
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Figura 4. Curvas de crecimiento y actividad de lipasa de Pseudomonas sp. durante 15
dias de incubacién a 30° C y 180 rpm cultivada en Triton X-100 y sacarosa de acuerdo a

la Tabla 3, cinéticas 11y 12.
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Respecto al uso de sacarosa como unica fuente de carbono y energia por la
cepa, la velocidad de crecimiento fue de 0.14974 h™', el incremento en la poblacién
fue de 1.48 x10° llegando hasta 5.81 x 10 UFC/ml en un periodo de 24 horas y la
actividad de lipasa de 0.83 y 0.95 ug pNP/ml.

El mecanismo por el cual la cepa de Pseudomonas sp. asimila estos dos
compuestos (Triton X-100 y sacarosa) como Unicas fuentes de carbono no ha sido
descrito, por lo que la finalidad de estas cinéticas fue determinar si por si solos
estos compuestos podrian favorecer tanto el incremento en la poblacién en la
cepa, como la induccion de actividad de enzima lipasa. Ambos compuestos
favorecieron el crecimiento de la cepa de Pseudomonas sp.(Figura 4A), pero la
mayor expresion de enzima lipasa (Figura 4B) se obtuvo al utilizar Triton X-100
como fuente de carbono. Al parecer la sacarosa tiene un efecto represor sobre la
actividad enzimatica. Makhzoum et al. (1995) se sefiala que los azucares tienen
un efecto represor en la producciéon de lipasa en la cepa de P. fluorescens 2D,
donde la glucosa favorecié el crecimiento de la cepa pero reprimié la produccién

de lipasa.

El segundo compuesto analizado fue el monoaromatico butil-benceno.
Primeramente se monitoreo el crecimiento y la actividad de lipasa de
Pseudomonas sp. al utilizar dicho hidrocarburo como Unica fuente de carbono y
energia, la velocidad de crecimiento registrada fue de 0.03022 h™', mientras que la
fase exponencial se alcanzé durante los primeros cuatro dias de incubacién con
un incremento de la poblacién de 1.13 x10° hasta 9 x 10’ UFC/ml. Por otro lado,
en los casos donde se adiciond sacarosa y/o Triton X-100, se observé un maximo
crecimiento en la poblacion al primer o segundo dia de incubacion, sin embargo no
se puede sefalar que la presencia de estas fuentes adicionales de carbono hayan
facilitado la asimilacién del monoaromatico por parte de la cepa como fuente de
energia o si estos pudieron inducir por si mismos la respuesta de la lipasa.

El efecto de la sacarosa sobre la velocidad de crecimiento en la cepa en

comparacién con el del surfactante, fue aparentemente sinérgico, ya que la
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velocidad méaxima de crecimiento se alcanz6 al primer dia de incubacion

(0.104281 h™"), mientras que en presencia del Triton X-100 se alcanzé al segundo

dia (0.063641 h™"). Por otro lado, teniendo las dos fuentes alternas de carbono en

la cepa cultivada en butil-benceno, se observé un efecto sinérgico (0.223781 h'),

cuya fase exponencial de crecimiento se observd al primer dia de incubacion, de
6.43 x10% hasta 1.51 x 108 UFC/ml (Figura 5A).
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Figura 5. Curvas de crecimiento y actividad de lipasa de Pseudomonas sp. durante 15
dias de incubacién a 30° C y 180 rpm cultivada en butil-benceno de acuerdo a la Tabla 3,
cinéticas 5,6, 7y 8.
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La expresion de la actividad de enzima lipasa en la cepa de Pseudomonas sp.
descrita en la Figura 5B, registrd una actividad de 0.66 a 7.67 ug pNP/ml teniendo
solamente al hidrocarburo como fuente de carbono. Mientras que la presencia de
la sacarosa inhibi6 la respuesta de la lipasa en la cepa hasta el onceavo dia de
incubacion. A los quince dias de incubacion se registr6 una actividad de 0.88 a
3.34 ug pNP/ml, que en comparacion con la presencia del surfactante la respuesta
observada aumenté en casi 20 veces (de 0.95 a 65.22 ug pNP/ml), en el mismo
periodo de incubacion.

Al contar la cepa con ambas fuentes adicionales de carbono la maxima
respuesta de la enzima fue de 4.96 a 53.53 ug pNP/ml, a los once dias de
incubacion. Al parecer la presencia de la sacarosa inhibié la respuesta de la
actividad de lipasa en la cepa de Pseudomonas sp, ya fuese con la presencia
adicional de Triton X-100 o sblo con la cepa cultivada en el compuesto

monoaromatico.

Finalmente se observa en la Figura 6A la serie de cinéticas de crecimiento de la
cepa cultivada en n-hexano como fuente de carbono en combinacién con sacarosa
y/o Triton X-100. En estas se observa que para ambos casos la fase exponencial
de crecimiento se alcanzd en los primeros dos dias de incubacién: contando con
sacarosa como fuente alterna de carbono la velocidad de crecimiento alcanzada
fue de 0.215726 h™'; un incremento en la poblacién de 6.46x10% a 9.72 x10’
UFC/mI, con una actividad de lipasa nula durante la cinética de 15 dias (Figura
6B); en el cultivo donde se conté con ambas fuentes alternas de carbono
(sacarosa y Triton X-100) la velocidad de crecimiento fue 0.21917 ™', el aumento
de poblacién fue 7.88 x10% a 1.43 x10® UFC/ml, mientras que la actividad de
enzima lipasa de 2.22 a 24.8 ug pNP/ml.

Una posible baja toxicidad producto de la adicion de la sacarosa y del
surfactante le permitié a la cepa de Pseudomonas sp. aumentar su poblacién
rapidamente y utilizar el compuesto alifatico como fuente de carbono y energia,

respuesta que no se observo con la sola presencia del surfactante. De manera
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similar, la presencia de ambas fuentes alternas de carbono tuvo un efecto

sinérgico en la respuesta de enzima lipasa de la cepa.
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Figura 6. Curvas de crecimiento y actividad de lipasa de Pseudomonas sp. durante 15
dias de incubacion a 30° C y 180 rpm de cultivada en n-hexano acuerdo a la Tabla 3,
cinéticas 9y 10.

En base a lo observado en esta fase de la investigacién, se puede sugerir que
la presencia de una fuente alterna de carbono, en este caso sacarosa y del
surfactante no idnico (Triton X-100) favorecen el incremento en la poblacion de la
cepa de Pseudomonas sp. al facilitarle aparentemente la asimilacion de los

compuestos aromaticos y alifaticos como fuente de carbono y energia. Por otro
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lado, el efecto que estas fuentes alternas de carbono tienen sobre la respuesta de
la actividad de la enzima lipasa tiene que estudiarse de manera particular, ya que
el efecto de la presencia de sacarosa no pudo ser comparable para todos los
experimentos realizados. Sin embargo cuando se contaba también con el
surfactante, el efecto observado en la actividad de lipasa, fue sinérgico. Por lo
que identificar el mecanismo por el que la sacarosa repercute sobre esta
respuesta es importante para determinar como es que promueve un efecto

sinérgico en la degradacioén de los hidrocarburos analizados.

6.2.1 Efecto del pH, concentracion de sacarosa y concentracion del hidrocarburo
sobre la produccion de lipasas de Pseudomonas sp.

Como se mencion6 previamente, se estudid el efecto sobre la produccién de
enzima lipasa utilizando tres variables independientes con tres niveles cada unay
el resultado fue la obtencion de superficies de respuesta generadas por el diseno
experimental de Box-Behnken. A continuacion se describen las superficies de
respuesta de forma individual para cada hidrocarburo analizado (1, 2, 3, 4-

tetrahidronaftaleno, butil-benceno y n-hexano).

6.2.1.1 Efecto del pH, concentracion de sacarosa y concentracion de 1,2,3,4-
tetrahidronaftaleno en la produccion de lipasas de Pseudomonas sp.

Después de cinco dias de incubacion se midié la actividad de enzima lipasa para
observar la influencia de la concentracion de sacarosa, pH y concentraciéon de
1,2,3,4-tetrahidronaftaleno en los diferentes sistemas del disefio experimental

obteniendo las siguientes superficies de respuesta.

En la Figura 7 se puede observar que se obtuvo una respuesta mayor en la
actividad de lipasa cuando convergen el valor mas bajo de la variable pH (7), y el
valor medio de la variable de concentracion de sacarosa (0.9 %). En la siguiente

interaccién de factores, la mayor actividad enzimatica de lipasa se registré en el
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valor bajo de pH (7) y la menor concentracion del hidrocarburo (1170 ppm),
(Figura 8). Finalmente, en la tercera superficie de respuesta, donde se describe
la actividad enzimatica de lipasa con relacion a las concentraciones de sacarosa y
de hidrocarburo la mayor actividad de lipasa (11.98 ug pNP/ml) se obtuvo
empleando una concentraciébn de sacarosa del 0.9% y se utilizé la menor
concentracion de 1,2,3,4-tetrahidronaftaleno, correspondiente a 1170 ppm (Figura
9).

Analizando conjuntamente estas respuestas se deduce entonces que las
condiciones que favorecen una mejor respuesta de la enzima lipasa son aquellas
donde el pH es de 7, el contenido de sacarosa es de 0.9% y la concentracion del
hidrocarburo es la mas baja (1170 ppm), ya que es donde se observé una
actividad de enzima lipasa de 48.1 ug pNP/ml. En cambio, los valores de las
variables independientes en las que se observé una menor actividad de lipasa en
este disefo fueron: el valor alto de concentracion de sacarosa (1.0 %), el valor
intermedio de pH (8) y el mas alto para la concentracibn de 1,2,3,4-
tetrahidronaftaleno (2730 ppm), que arrojé una actividad de 1.27 pg pNP/ml.

45
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Sacarosa (%)

Figura 7. Superficie de respuesta para actividad de lipasa de Pseudomonas sp. en
presencia de 1,2,3,4-tetrahidronaftaleno con relacion a la concentracién de sacarosa (%) y
pH después de cinco dias de incubacién en obscuridad a 180 rmp y 28° C.

El analisis estadistico ANOVA (Anexo 2) para este diseno, indicd que el efecto de
la variable pH (p<0.0172), y el efecto combinado de la concentracion de sacarosa
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y del 1,2,3,4-tetrahidronaftaleno (p<0.0421) influyeron significativamente sobre la
respuesta de actividad lipasa en la cepa de Pseudomonas sp. Mientras que el
efecto particular de la concentracién de sacarosa (p>0.8482) y de concentracién

del hidrocarburo (p>0.3212) sobre la respuesta de actividad de lipasa no fue
significativo.
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Figura 8. Superficie de respuesta para actividad de lipasa de Pseudomonas sp. en
presencia de 1,2,3,4-tetrahidronaftaleno con relacién a la concentracion del hidrocarburo
(ppm) y pH, después de cinco dias de incubacion en obscuridad a 180 rmp y 28° C.
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Figura 9. Superficie de respuesta para actividad de lipasa de Pseudomonas sp. en
presencia de 1,2,3,4-tetrahidronaftaleno con relacién a la concentracién del hidrocarburo
(ppm) y de sacarosa (%), después de cinco dias de incubacién en obscuridad a 180 rpm y

28°C.
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6.2.2.1 Efecto del pH, concentracion de sacarosa y concentracion de butil-
benceno en la produccion de lipasas de Pseudomonas sp.

En la Figura 10, se describe la superficie de respuesta de la cepa de
Pseudomonas sp. cultivada en el compuesto monoaromatico butil-benceno y su
respuesta de actividad enzimatica con relacion a la concentracién de sacarosa y
del pH. Es esta figura se percibe que la mayor actividad enzimatica se obtuvo al
emplear la concentracion media de sacarosa (0.9 %) y el menor valor de la
variable de pH (7), mientras que en la Figura 11 se muestra que la mayor actividad
de lipasa se alcanz6 en pH 7 con respecto a la menor concentracién empleada de
butil-benceno. La actividad de lipasa disminuyé al aumentar el pH. Finalmente al
observar la superficie de respuesta obtenida de Pseudomonas sp. con relacion a
la concentracién de sacarosa y del hidrocarburo (Figura 12) la mayor actividad de
lipasa se alcanzé al utilizar la concentracion media de la variable sacarosa (0.9%)
y la menor concentracién de la variable butil-benceno (860 ppm), la cual fue de
36.86 pg pNP/ml. Por otro lado, los niveles de las variables en las que se observé
la menor actividad de enzima lipasa fueron: nivel alto de pH (9), nivel medio de
concentracion de sacarosa (0.9 %) y nivel bajo de concentracién de butil-benceno
con 6.33 ug pNP/ml.

Actividad (ug/ml pNP)
1.0

0.9

Sacarosa (%)

3
pH

Figura 10. Superficie de respuesta para actividad de lipasa de Pseudomonas sp. en
presencia de butil-benceno con relaciéon a la concentracién de sacarosa (%) y pH,
después de cinco dias de incubacién en obscuridad a 180 rmp y 28° C.
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Figura 11. Superficie de respuesta para actividad de lipasa de Pseudomonas sp. en
presencia de butil-benceno con relacion a la concentracion del hidrocarburo (ppm) y pH,
después de cinco dias de incubacién en obscuridad a 180 rmp y 28° C.
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Figura 12. Superficie de respuesta para actividad de lipasa de Pseudomonas sp. en
presencia de butil-benceno con relacién a la concentracién de sacarosa (%) y del

hidrocarburo (ppm), después de cinco dias de incubacién en obscuridad a 180 rmp vy
28°C.

Al ejecutar el analisis estadistico (ANOVA) para las superficies de respuesta
obtenidas para este disefo, se obtuvo que la variable de pH (p<0.0227) influyd

significativamente sobre la respuesta de la enzima lipasa, mientras que las
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variables de la concentracion de sacarosa y del hidrocarburo no influyeron de
forma significativa en dicha respuesta (p>0.8349, p>0.4576 respectivamente).

6.2.2.3 Efecto del pH, concentracion de sacarosa y concentracion de n-hexano
en la produccion de lipasas de Pseudomonas sp.

Al analizar individualmente las superficies de respuestas obtenidas de los
efectos de la variable del pH, concentracién de sacarosa y del compuesto alifatico
n-hexano sobre la actividad de la enzima lipasa en la cepa de Pseudomonas sp.
se observa en la Figura 13 que con relacién a la concentracién de sacarosa y del
pH, la mayor respuesta de lipasa se obtuvo al utilizar la mayor concentracién dada
para sacarosa (1 %) y el nivel medio de pH (8), en cambio con la concentracién
menor de sacarosa y el mismo nivel de pH se obtuvo la menor actividad de lipasa.
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Figura 13. Superficie de respuesta para actividad de lipasa de Pseudomonas sp. en
presencia de n-hexano con relacién a la concentracion de sacarosa (%) y pH, después de
cinco dias de incubacion en obscuridad a 180 rmp y 28° C.

En el caso de la relacién del efecto del pH y concentracién de hidrocarburo
(Figura 14) sobre la actividad de enzima lipasa, la mayor respuesta se obtuvo al
usar la mayor concentraciéon de n-hexano (1830 ppm) y pH (8), mientras que la
menor actividad se obtuvo en el mismo nivel de pH pero con la concentracién

media del hidrocarburo (1570 ppm).
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Figura 14. Superficie de respuesta para actividad de lipasa de Pseudomonas sp. en
presencia de n-hexano con relacion a la concentracion del hidrocarburo (ppm) y pH,
después de cinco dias de incubacién en obscuridad a 180 rmp y 28° C.

En la Figura 15 se muestra la superficie de respuesta para actividad lipasa con
relacion a la variable de concentracién de sacarosa y del hidrocarburo, donde la
mayor actividad de lipasa se alcanz6é al emplear la mayor concentracion de
sacarosa (1 %) y la mayor concentracién de n-hexano. En contra parte la menor
respuesta se dio en la concentracion mas baja de sacarosa empleada (0.8 %) y la
menor concentracion del alifatico (1310 ppm). También se percibe en la Figura 15
que la respuesta de lipasa disminuye con respecto a la concentracion de la fuente
alterna de carbono (sacarosa).
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Figura 15. Superficie de respuesta para actividad de lipasa de Pseudomonas sp. en
presencia de n-hexano con relacion a la concentracién del hidrocarburo (ppm) vy
concentracion de sacarosa (%), después de cinco dias de incubacion en obscuridad a 180
rmpy 28° C.

Conforme a lo obtenido por el andlisis estadistico (ANOVA) para las superficies
de respuesta relacionadas con el efecto del pH, concentraciéon de sacarosa y de n-
hexano sobre la actividad de enzima lipasa en la cepa de Pseudomonas sp., las
variables que tuvieron un efecto significativo sobre la respuesta de actividad
enzimatica fueron la concentracién de sacarosa (p<0.0137) y del pH (p<0.0246),
mientras que la variable de concentracién del alifatico n-hexano no tuvo un efecto

significativo (p>0.2978).

Finalmente, las condiciones que tuvieron un efecto significativo sobre la respuesta
de la actividad de la enzima lipasa en la cepa de Pseudomonas sp. cultivadas en
los diferentes hidrocarburos analizados fueron diferentes para cada uno. Sin
embargo, el nivel de pH tuvo efecto significativo en los tres disefios Box-Behnken
realizados. En la Tabla 5 se muestran los valores de cada variable en los que se
obtuvieron las mayores y menores actividades de enzima lipasa para cada
hidrocarburo empleado. Gupta et al. (2004) describen que las lipasas actian en
amplios rangos de pH (desde 6.8 a 10.6) y que esta variable juega un rol

importante en la produccién de lipasas en diversos microorganismos.
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Tabla 5. Valores de cada variable independiente y los valores maximo y minimo de

actividad de enzima lipasa observados para los tres hidrocarburos analizados.

Hidrocarburo pH Concentracion | Concentracion | Actividad
de sacarosa del de lipasa
(%) hidrocarburo | (ug pNP/ml)
(ppm)
1,2,3,4- 7 0.9 1170 48.10
tetrahidronaftaleno 8 1.0 2730 1.27
Butil-benceno 7 0.9 860 36.86
9 0.9 860 6.33
n-Hexano 8 1.0 1830 45.43
8 0.8 1300 25.43

Al analizar los tres disefios experimentales, se plantea entonces que las diversas
concentraciones de una fuente alterna de carbono, como sacarosa, de pH y de
hidrocarburo que favorecen en la actividad de la enzima lipasa, son de alta
especificidad para cada compuesto de hidrocarburo que esté bajo un proceso de

degradacion por la cepa de Pseudomonas sp. Por lo que se sefala nuevamente,

que es necesario un replanteamiento de la actividad de esta enzima usada como

una herramienta de biomarcacién en la degradacion de compuestos aromaticos y

alifdticos, como lo propusieron Margesin et al. (1999), ya que el tipo de

hidrocarburo es determinante para su induccién.
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7. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

7.1 Conclusiones

La expresion de la actividad lipasa en la cepa de Pseudomonas sp. esta
asociada a la concentraciéon y tipo de hidrocarburo empleado. Asi como la
presencia de surfactante y/o una fuente alterna de carbono.

La presencia del surfactante Triton X-100 tuvo un efecto favorecedor en la
expresion de lipasa en butil-benceno, 1,2,3,4-tetrahidronaftaleno, 9.10-
dimtilantraceno, n-hexano y benceno.

La presencia de una fuente alterna de carbono (sacarosa) inhibid la
actividad de lipasa en 1,2,3,4-tetrahidonaftaleno, butil-benceno y 9,10-
dimetilantraceno.

La presencia del surfactante no iénico (Triton X-100) y de la sacarosa,
provocaron efectos sinérgicos en las cinéticas de crecimiento de la cepa de
Pseudomonas sp. cultivada en butil-benceno y 1,2,3,4-tetrahidronafteno.
Mientras que el efecto de la concentracibn de sacarosa y de 1,2,3,4-
tetrahidronaftaleno fue significativo sobre la expresion de la enzima lipasa.
En butil-benceno la variable del pH fue el factor que influyé en la actividad
enzimatica. Para n-hexano tanto la concentracion de sacarosa y el pH vy
repercutieron en dicha expresién enzimatica.

No se siguiere el uso de la actividad de enzima lipasa como herramienta de
biomarcacién en los procesos de biodegradacién en la cepa de

Pseudomonas sp. de compuestos aromaticos y alcanos.

7.2 Recomendaciones

Caracterizar mediante electroforesis en gel desnaturalizante (SDS-PAGE)
las lipasas producidas por la cepa de Pseudomonas sp al utilizar
compuestos aromaticos y alcanos como Unicas fuentes de carbono y con

fuentes alternas de energia.
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Determinar la concentracion residual de hidrocarburos mediante
cromatografia de gases (CG) y caracterizar los compuestos (CG-EM).
Ademas de caracterizar la modificacibon de enlaces mediante
espectroscopia infrarroja (IR), y con ello proponer una ruta de degradacién
y los compuestos resultantes de la degradacion de compuestos aromaticos
y alcanos por lipasas de Pseudomonas sp.

Obtener lipasa en crudo para emplearla directamente sobre los
hidrocarburos y con esto evaluar la accién de la enzima sobre el
compuesto, la velocidad de reaccion y su efectividad como alternativa para
la degradacion de hidrocarburos.
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ANEXO 1. HIDROCARBUROS UTILIZADOS

Se decidio trabajar con estos compuestos en base a lo descrito en Chilcott-HPA
(2006), donde se enlistan los principales constituyentes del queroseno. Se eligid
uno de cada clase para establecer cual es el que esta directamente implicado en
la expresion de lipasa.

e 1,2,3,4-Tetrahidronaftaleno (99% Sigma)
Sinénimos: naftaleno 1,2,3,4 tetrahidrido; Bacticin; benzociclohexano;
solvente tetralin; tetraleno; (C4-C5) Alquiltetrahidronaftalenos (BMRB,
2011); tetranap.
Férmula molecular: C1oH12. Masa molecular: 132.20528 g mol™.
Punto de ebullicion: 207°C
Punto de fusién: - 35°C
Densidad: 0.973 g cm™ a 25°C.
Insoluble en agua.
Referencia CAS: 119-64-2.
Sistema de registro de sustancias EPA: Naftaleno, 1,2,3,4-tetrahidro-(119-
64-2)

Estructura molecular:

Aplicaciones: solvente para grasas y aceites; sustituto de aguarras en
pulidores y pinturas, insecticida.

Toxicidad: puede resultar téxico para rifones, higado, piel, ojos, sistema
nervioso central (SciencelLab.com, 2010).
Piel: irritacion.

Ojos: irritacion.
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Ingestion: irritante.

Inhalacién: irritante.

9,10-Dimetil antraceno (DMA) (99% Sigma).

Sinénimos: ms-Dimetilantraceno.

Férmula molecular: C1gH14. Masa molecular: 206.28716 g mol ™.
Punto de ebullicién:

Punto de fusion: 182.184 °C.

Referencia CAS: 718-43-1.

Estructura molecular:

Aplicaciones: fotosensibilizador (Nelson et al., 1994. En Fouassier 1998)
Toxicidad: mutagénico (Ames Salmonella typhimurium).

Piel: irritacién.

Ojos: irritacion.

Ingestién: perjudicial.

Inhalacién: irritante. (Sigma-Aldrich, 2009).

Acido benzoico

Sinénimos: acido bencenocarboxilico; carboxibenceno; &acido dracilico;
E210.

Férmula molecular: CgHsCOOH. Masa molecular: 122.12 g mol™.

Punto de ebullicién: 249 °C.

Punto de fusion: 122.35 °C.

Densidad: 1.32 g cm™.
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Insoluble en agua.
Referencia CAS: 65-85-0.

Estructura molecular:

OH

O

Aplicaciones: aditivo en alimentos (inhibidor, retardador, represor de
procesos de fermentaciéon, acidificacion u otros deterioros en
alimentos)(PubChem).Plastificante;  antimicrobiano; en  perfumeria;
retardante de vulcanizacion para plasticos y latex; inhibidor de corrosion
para emulsiones, pulidores, ceras, pinturas, detergentes, anticongelantes;
estandar en quimica analitica; coestabilizador de calor para PVC; agregado
de tabaco; en pasta de dientes; conservador en cosméticos (Ash & ASh,
2004).
Toxicidad: Exposicion: Inhalacion: Tos, resequedad.

Piel: Enrojecimiento, sensaciéon de quemazon, comezén.

Ojos: Enrojecimiento. Dolor.

Ingesta: Dolor abdominal. Nausea. Vémito. (INCHEM, 1999).

Benceno

Sin6énimos: Benzol; Ciclohexatrieno.

Férmula molecular: C¢Hs. Masa molecular: 78.11 g mol™.
Punto de ebullicién: 80 °C

Punto de fusion: 6 °C

Densidad: 0.8767 g cm™.

Insoluble en agua.

Referencia CAS: 71-43-2
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Estructura molecular:

Aplicaciones: materia prima en la preparacion de clorobencenos,
etilbenceno, dodecilbenzeno, ciclohexano, fenol, nitrobenceno, cumeno,
anhidrido maleico, colorantes, medicamentos, piel sintética, pinturas para
aviones, lacas; solvente para ceras, resinas, aceites, pinturas,
farmacéuticos; compuesto en proporcién minima de gasolina; solvente de
extraccion para lapulo modificado para saborizantes de cervezas; en
adhesivos de empaques de alimentos. Solvente en pinturas, barnices,
gasolina. Parasiticida. (Bayer et al.,1986; Ash & Ash 2004).
Toxicidad: Carcinogénico (raton, humano, rata); mutagénico (Ames
Salmonella typhimurium, UDS hepatocitos de rata, linfoma en raton, médula
O0sea de ratdn, linfocitos de bovino, linfocitos en humano; linfocitos de
sangre periférica en humano, eritrocitos policrométicos de médula ésea en
raton, esplenocitos en ratén, linfocitos periféricos en humano, linfocitos
periféricos en bovino, células CHL/IU en rata) (NLM, 2010).
Exposicién: Inhalacién: Mareos, somnolencia, dolor de cabeza, nausea,
dificultad para respirar, convulsiones, pérdida del conocimiento.

Piel: Puede ser absorbido. Resequedad. Dolor.

Ojos: Enrojecimiento. Dolor.

Ingesta: Dolor abdominal, irritacion, vomito. (INCHEM, 2003).

Butil-benceno (BB) (>99.9% Sigma)
Sinénimos: n-Butilbenceno; 1- Feniloutano (chemBlink, 2011); 1-1-
butilbenceno (MSDS, 2011).

Férmula molecular: C1oH14. Masa molecular: 134.22 g mol™.

70



Punto de ebullicion: 183 °C.
Punto de fusion: -88 °C.
Densidad: 0.86 g cm™
Insoluble en agua.
Referencia CAS: 104-51-08

Estructura molecular:

Aplicaciones: estandar en CG para determinacién de hidrocarburos no
aromaticos totales e hidrocarburos aromaticos traza en compuestos
aromaticos de alta pureza usados como intermediarios quimicos (Koleske,
1995).
Toxicidad: Exposicidn: Piel: irritacion.

Ojos: irritacién.

Ingestién: perjudicial.

Inhalacién: irritante. (Sigma-Aldrich, 2010).

Butil-benzoato (BUB) (99% Sigma)

Sinénimos: butil benzoato (chemBlink, 2011); n-butil-benzoato (chemexper,
2011).

Férmula molecular: C11H1402. Masa molecular 178.23 g mol™.

Punto de ebullicién: 249 °C

Punto de fusion: -22 °C

Densidad: 1.008 g cm™

Referencia CAS: 136-60-7.

Estructura molecular:

)
O
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Aplicaciones: Solvente de éter de celulosa, emulsificadores, transportes;
plastificante; ingrediente en perfumes; “facilitador” para colorantes textiles y
poliéster; conservador en cosméticos; adhesivo en empaques de comida
(Ash & Ash, 2004)
Toxicidad: Exposicidn: Piel: irritacion.

Ojos: irritacién.

Ingestién: perjudicial.

Inhalacién: irritante. (Sigma-Aldrich, 2010).

Dioctilftalato (DOP) (99% Sigma)
Sinénimos: bis(2-etilhexil)ftalato; octoil; acido ftalico bis(2-etilhexil) ester;
1,2-bencenocarboxil &cido dioctil éster; DEHP (MSDS, 2008).
Férmula molecular: Cz4H3s04. Masa molecular: 390.56 g mol™.
Punto de ebulliciéon: 384 °C
Punto de fusion: -52 °C
Densidad: .9861 a 20 °C.
Insoluble en agua.
Referencia CAS: 117-81-07
Estructura molecular:
O
D/\g\/‘\
':'\/E/‘v

o

Aplicaciones: Plastificante; materia prima en la fabricacion de guantes para

analisis quimicos.

Toxicidad: Puede provocar dafios en fertilidad o en fetos.
Exposicién: Piel: Irritacion.
Ojos: Irritaciéon. (Sigma-Aldrich, 2011).
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¢ Indeno (> 99% Sigma)
Sinénimos: 1H-indeno; benzociclopentadieno; indonafteno.
Férmula molecular: CgHg. Masa molecular: 116.16 g mol™.
Punto de ebullicién: 181 °C.
Punto de fusién: -5 a -3 °C.
Densidad: 0.992 g cm™,
Referencia CAS: 95-13-6

Estructura molecular:

Aplicaciones: preparacion de resinas cumar (cumarona-indeno).
Toxicidad: puede resultar téxico para rifiones, higado, bazo, tracto
respiratorio superior, 0jos, piel.

Piel: irritacion.

Ojos: irritacion.

Ingestion: irritante.

Inhalacién: irritante. (ScienceLab.com, 2010).

¢ n-hexano (95% Tedia USA)
Sinénimos: hexano; hidrido hexil.
Férmula molecular: CgH14. Masa molecular: 86.2 g mol™.
Punto de ebullicién: 69 °C
Punto de fusion: - 95°C
Densidad: 0.6548 g cm™,
Insoluble en agua.
Referencia CAS: 110-54-3.

Estructura molecular:
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N

Aplicaciones: solvente en gasolinas, pegamentos, lacas (Hartman, 1995).
En la industria alimenticia se usa para extraer aceites vegetales, en
manufactura de perfumes, farmacéuticos, agentes limpiadores (Jorgensen
& Cohr, 1981. En Hartman, 1995).
Toxicidad: Piel: Resequedad, enrojecimiento, dolor.

Ojos: Enrojecimiento, dolor.

Inhalaciéon: Mareo, somnolencia, opacidad, dolor de cabeza,

nausea, debilidad, inconsciencia.

Ingestion: Dolor abdominal.

Piridina (99.9% Fermont)

Sin6énimos: Azina; Azabenceno.

Férmula molecular: CsHsN. Masa molecular: 79. 1 g mol™.
Punto de ebulliciéon: 115 °C.

Punto de fusién: -42 °C.

Densidad: 0.9819 gcm®.

Soluble en agua.

Referencia CAS: 110-86-1.

Estructura molecular:

AN

N
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Aplicaciones: Se usa como disolvente de algunas sales inorganicas y
compuestos organicos. En las acilaciones con halogenuros de acido ejerce
una accién catalitica y elimina el halogenuro de hidrégeno que se libera.
También se utiliza en la desnaturalizacion del etanol.
Toxicidad: Evidencia de carcinogénesis en animales (ratén) con relevancia
desconocida en humanos (NLM, 1991).

Piel: Puede ser absorbido. Enrojecimiento, sensaciéon de

quemazon.

Ojos: Enrojecimiento, dolor.
Inhalacién: Tos, mareos, dolor de cabeza, nausea, dificultad para
respirar, inconsciencia.

Ingesta: dolor abdominal, diarrea, vomito, debilidad.

Queroseno (Pozo petrolero en Tabasco, México)
Sinénimos: Querisona; petréleo ligero; aceite para lampara; combustible
no.1; parafina.
Punto de ebullicion: 150 — 300 °C
Punto de fusion: -20 °C
Densidad: 0.78 — 0.81 g cm™.
Insoluble en agua
Referencia CAS: 8008-20-6
Aplicaciones: disolvente de insecticidas, como piretrinas y butéxido de
piperonilo (Aulton, 2004). lluminacion con lamparas. Combustible para
aeronaves.
Toxicidad: carcinogénico (en ratén). Querosina: carcinogénico
(ratén).(NLM, 1991)
Piel: Resequedad, enrojecimiento.
Ojos: Enrojecimiento.
Inhalacién: confusion, tos, mareo, dolor de cabeza, resequedad,
inconsciencia.

Ingesta: Diarrea, nausea, vémito.
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Tolueno (99.9% J.T. Baker)

Sinénimos: Metilbenceno; fenilmetano; toluol.

Férmula molecular: C;Hs. Masa molecular: 92. 13842 16 g mol ™.
Punto de ebullicién: 111 °C.

Punto de fusion: -95 °C.

Densidad: 0.87 g cm™.

Referencia CAS: 108-88-3.

Estructura molecular:

Aplicaciones: se utiliza como solvente; es producto intermedio en las
sintesis industriales de trinitrotolueno, viniltolueno, acido benzoico, sacarina
y colorantes, entre otros (Bayer et al., 1986.) cosméticos. Limpiador y
desengrasante (Hartman, 1995).
Toxicidad: Puede actuar como anestésico, causar danos al sistema
nervioso central. Causa adiccién. Evitar exposicibon de mujeres
embarazadas.

Piel: Resequedad, enrojecimiento.

Ojos: Enrojecimiento, dolor.

Inhalacién: tos, resequedad, mareo, somnolencia, dolor de

cabeza, nausea, inconsciencia.

Ingesta: Sensacion de quemazén, dolor abdominal.
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ANEXO 2. Tabla de ANOVA obtenida por prueba de Fisher (F) con un intervalo de
confianza (a) 0.1, para el disefio Box-Behnken del efecto de pH, concentracion de
sacarosa y concentracion de 1,2,3,4-tetrahidronaftaleno sobre la produccién de
lipasa de la cepa de Pseudomonas sp.

Tabla ANOVA
Suma de Media
Fue|_1te_ fle Gr_ados de Cuadrados Cuadrada TasaF ValorP
Variacion Libertad . h
[Parcial] [Parcial]

Modelo 9 1464.3053  162.7006 3.4508 0.093
A:A 1 1.8188 1.8188 0.0386 0.852
B:B 1 579.6878 579.6878  12.2948 0.0172
C.C 1 57.6482 57.6482 1.2227 0.3192
AB 1 1.538 1.538 0.0326 0.8638
AC 1 345.3865 345.3865 7.3254 0.0425
BC 1 93.6219 93.6219 1.9857 0.2178
AA 1 27.4368 27.4368 0.5819 0.48
BB 1 313.0065 313.0065 6.6387 0.0496
CcC 1 18.9505 18.9505 0.4019 0.554

Residual 5 235.7453 47.1491
Falta de 3 2262859  75.4286  15.948  0.0596

Ajuste
Error Puro 2 9.4593 4.7297

Total 14 1700.0505
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Tabla de ANOVA obtenida por prueba de Fisher (F) con un intervalo de confianza
(a) 0.1, para el disefio Box-Behnken del efecto de pH, concentracién de sacarosa
y concentracién de butil-benceno sobre la produccion de lipasa de la cepa de
Pseudomonas sp.

Tabla ANOVA
Suma de Media
Fuepte_ fle Gr_ados de Cuadrados Cuadrada TasaF ValorP
Variacion Libertad . .
[Parcial] [Parcial]

Modelo 9 1234.3096  137.1455 2.0872  0.2162
A:A 1 3.1681 3.1681 0.0482  0.8349
B:B 1 694.2203 694.2203 10.5654 0.0227
C.C 1 42.5408 42.5408 0.6474 0.4576
AB 1 264.3819 264.3819 4.0237 0.1012
AC 1 4.7771 4.7771 0.0727 0.7982
BC 1 30.2068 30.2068 0.4597  0.5279
AA 1 24.4532 24.4532 0.3722  0.5685
BB 1 167.0474 167.0474 2.5423  0.1717
CC 1 4.8686 4.8686 0.0741  0.7963

Residual 5 328.5342 65.7068
Falta de 3 284.0354  94.6785  4.2553  0.1961

Ajuste
Error Puro 2 44.4988 22.2494

Total 14 1562.8438
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Tabla de ANOVA obtenida por prueba de Fisher (F) con un intervalo de confianza
(a) 0.1, para el disefio Box-Behnken del efecto de pH, concentracién de sacarosa
y concentracién de n-hexano sobre la produccion de lipasa de la cepa de
Pseudomonas sp.

Tabla ANOVA
Suma de Media
Fuepte_ fle Gr_ados de Cuadrados Cuadrada TasaF ValorP
Variacion Libertad . .
[Parcial] [Parcial]

Modelo 9 429.3242 47.7027 3.2024 0.1065
A:A 1 206.0868 206.0868 13.835 0.0137
B:B 1 150.5145 150.5145 10.1044 0.0246
C.C 1 20.1033 20.1033 1.3496 0.2978
AB 1 1.0893 1.0893 0.0731  0.7976
AC 1 0.55 0.55 0.0369  0.8552
BC 1 0.1182 0.1182 0.0079  0.9325
AA 1 42.5662 42.5662 2.8576 0.1517
BB 1 10.1935 10.1935 0.6843 0.4458
CC 1 0.0938 0.0938 0.0063 0.9398

Residual 5 74.48 14.896
Falta de 3 60.1139 20.038  2.7896  0.2749

Ajuste
Error Puro 2 14.3661 7.1831

Total 14 503.8042
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