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Resumen

Los termofilos viven entre 40 y 70 °C y sus actividades enzimaticas son generalmente ter-
morresistentes. Una cepa de termofilas degradadoras de dibenzotiofeno (DBT) como unica
fuente de Cy S fue aislada y tras la obtencién de biomasa en medio completo a 55°C, se cultivo
en medio mineral suplementado con 0,36 o 10 uM de DBT. La sulfo-reduccion se evidencio al
adicionar 0,1 M FeSO, a muestras del cultivo, observandose un precipitado pardo de FeS. El
DBT remanente de los cultivos fue extraido con tolueno y cuantificado por cromatografia de gas
(GC). Para comprobar si las enzimas encargadas de la sulfo-reduccion eran liberadas al medio,
el contenido de DBT presente en filtrados libres de células (FLC), extraidos con tolueno a O y
72 h de incubacion, fue cuantificado por GC. Los resultados indicaron una degradacion total de
DBT luego de 72 h de incubacion, tanto en los extractos a 0, 24 y 72 h, como en los extractos de
los FLC a Oy 72 h de cultivo, evidenciandose que la actividad enzimatica es extracelular. El es-
tudio de esta actividad resulta de interés para la biorremediacion de areas contaminadas con
DBT, por ser éste un componente presente en crudos de petroleo.
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Sulfur reduction exo-activity released
by dibenzothiophene degrading thermophiles

Abstract

Thermophiles thrive at 40-70°C, and their enzymatic activities are generally thermostable.
A bacterial strain able to degrade dibenzothiophene (DBT) as sole C and S source was isolated
and after biomass production in complete medium at 55°C, aliquots were transferred to min-
eral medium supplemented with 0.36 or 10 uM DBT. Sulfur reduction was evidenced after addi-
tion of 0.1 M FeSO, to culture samples with the formation of a brownish FeS precipitate. The re-
maining DBT in supernatants was extracted with toluene and quantified by gas chromatogra-
phy (GC). To prove if the enzymatic activity, responsible for sulfur reduction, was released to the
medium, the DBT content present in cell-free supernatants was extracted with toluene at O and
72 h incubation, and quantified by GC. Results indicate that DBT was totally degraded after
72 h employing the 0, 24 and 72 h supernatants, as well as the cell-free supernatants at O and
72 h culture, demonstrating that sulfur-reducing activity is extra-cellular. This study is of in-
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terest for applications concerning bioremediation of areas contaminated with DBT, a main

component present in crude oil and petroleum.

Key words: biodegradation, thermophiles, dibenzothiophene.

Introduccion

En la naturaleza, el azufre se encuen-
tra como sulfato, y usualmente se puede en-
contrar unido a una serie de hidrocarburos,
muchos de ellos heterociclicos, que forman
parte de lo que constituye la fraccion pesada
del petroleo, compuesta principalmente por
asfaltenos (1). Los tiofenos, benzotiofenos y
dibenzotiofenos representan la forma mole-
cular predominante en las fracciones pesa-
das de los crudos, y son de particular rele-
vancia en los crudos pesados, en especial el
dibenzotiofeno (DBT). El DBT ha sido am-
pliamente estudiado, disponiéndose de una
base referencial importante para establecer
la eficiencia de nuevos sistemas biocataliti-
cos (2). Las vias metabolicas involucradas
en el proceso de degradacion del DBT, asi
como los genes implicados en la expresion
de enzimas ya han sido reportados (3, 4).

La remocion de azufre de los hidrocar-
buros representa un reto de impacto am-
biental, que posiciona a los combustibles {6-
siles como una opcién energética con emi-
siones limpias. El uso de bacterias termaofi-
las ha surgido como una opcién para la utili-
zacion de azufre. Se ha demostrado que las
bacterias termofilas tienen la capacidad de
utilizar DBT como fuente unica de carbonoy
azufre (5). Esta capacidad pudiera extrapo-
larse para eliminar el azufre que se encuen-
tra, en diversas combinaciones quimicas, en
los crudos de la fraccion pesada del petroleo.

Onodera-Yamada y col. (6) aislaron
bacterias reductoras de sulfato, degradado-
ras de DBT para remover componentes de
azufre en petroleo. Entre las 19 cepas aisla-
das, algunas crecieron en presencia de 10%
(v/v) de queroseno, de las cuales dos cepas
fueron identificadas como Desulfomicro-
bium escambium y Desulfovibrio logreachii.
Por cromatografia de gas (GC) se obtuvieron

maximos desconocidos, productos de de-
gradacion de DBT, por lo que propusieron
un camino de degradacion, donde el bifenilo
era el principal producto de degradacion.
Por otra parte, Oda y Ohta (7), estudiaron la
biodesulfurizacion del DBT con bacterias
del género Rhodococcus erythropolis
ATCC53968 y su mutante, en un biorreac-
tor de interfase, y concluyeron que estas
bacterias degradan eficientemente el DBT.

Como objetivo principal de esta investi-
gacion se planteo fraccionar la actividad sul-
fo-reductora de bacterias termofilas degra-
dadoras de DBT. Por tal motivo, se cultiva-
ron cepas termofilas en presencia de DBT,
se prepararon filtrados libres de células
(FLC) con actividad sulfo-reductora, se frac-
cionaron los FLC por cromatografia de inter-
cambio i6nico, y posteriormente se detecto
la actividad sulfo-reductora en las fraccio-
nes aisladas. Adicionalmente, se desarrolla-
ron técnicas zimograficas para la deteccion
de la actividad sulfo-reductora en las frac-
ciones aisladas.

Materiales y métodos

Reactivos y equipos

Agar cuenta estandar (HiMedia M091),
acrilamida (Alfa AESAR), CaCl,.2H,O0,
MgCl, (Golf Chemical Co.), caldo nutritivo
(HiMedia MO088), DEAE-celulosa (SIGMA),
DBT (Aldrich), FeSO, (Chempure), tolueno,
Tris-base, TEMED, acido tricloroacético,
HCI (Riedel-de-Haén), KH,PO, (AnalR BDH
Chemicals Ltd), NaCl (Merck), SDS, persul-
fato de amonio (Promega). Todos los demas
reactivos usados fueron de alta pureza. La
camara de electroforesis era BIO-RAD, la
centrifuga, SERVALL SUPERSPEED 8S-1, y
el cromatografo VARIAN 3800 se acopl6 a un
detector de azufre o a un detector de ioniza-
cion a la llama (FID).
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Material biolégico

Se emplearon como material biologico
las cepas bacterianas sulfo-reductoras pro-
venientes del Centro Termal Las Trincheras,
aisladas y cultivadas previamente por Daza
(5). El proceso de identificacion de la(s) colo-
nia(s) se encuentra en ejecucion. La prolife-
racion bacteriana se realizé en dos medios
distintos. La proliferacion en caldo nutritivo
(CN) se realizo a pH 6,8 con el fin de obtener
suficiente biomasa. Inéculos de 1 mL de ce-
pas previamente aisladas y crecidas en cu-
nas fueron transferidos a 100 mL de medio,
sin agitacion a 55°C por 72 h. La prolifera-
cion se siguié a 540 nm. Alicuotas de 1 mL
fueron retiradas a intervalos de 24 h.

Para la preparacion de medios DBT, se
tomaron alicuotas provenientes de los culti-
vos en CN y se transfirieron a medio DBT
[por cada 250 mL: 3,25 mg MgCl,, 15 mg
CacCl,-2H,0, 125 mg KH,PO,, 250 mg NaCl
y 2 mg de DBT (concentracion final 0,36 uM)
o 55 mg (concentracién final 10 uM)].

Proliferacion en medio DBT

Para la preparacion de cultivos desti-
nados a obtener biomasa y determinar posi-
bles cambios de pH, alicuotas de 2,5 mL de
cultivos en CN se transfirieron a 250 mL de
medio DBT 10 uM, a pH 7,8. El Erlenmeyer
fue tapado con un tapon de gasa-algodon
impregnado con pirogalol al 1%, para esta-
blecer condiciones de anaerobiosis; y se in-
cubo sin agitacion a 55°C por 240 h. Diaria-
mente, se adiciono solucion de pirogalol al
tapon de gasa-algodon.

Para la determinacion de la actividad
sulfo-reductora, se tomaron alicuotas de
1 mL de cultivos en CN y se transfirieron a
tubos que contenian 12 mL de medio DBT
0,36 uM, los cuales se taparon con al-
godon-gasa impregnados en 1% pirogalol y
fueron cerrados herméticamente con tapa
de rosca, estableciendo condiciones anaero-
bicas. Los tubos se incubaron sin agitacion
a 55°C.

Determinacion de la actividad
sulfo-reductora

Para la determinacion cualitativa de la
sulfo-reduccion, ala muestra problema se le
adicion6 1 mL de FeSO, 0,1 M, se tapo y se
incubo hasta la aparicion de un precipitado
oscuro, indicativo de la formacion del FeS.
Este ensayo comprob6 la capacidad de las
bacterias en reducir el azufre del medio.

Determinacion de DBT remanente
en los cultivos por GC acoplado
al detector de azufre

Se retiraron alicuotas de 4 mL de los
cultivos a evaluaralas 0, 24y 72 h de incu-
bacioén. Se filtraron al vacio utilizando una
membrana microbiolégica de 0,45 micras
de diametro de poro, y el FLC obtenido se
proceso de acuerdo a los siguientes proto-
colos: a) alicuotas de 4 mL del filtrado fue-
ron extraidas con 4 mL de tolueno; luego
0,5 uL de los extractos organicos fueron in-
yectados en el cromatografo de gas VARIAN
3800, empleando un detector de azufre a
150°C, con una presion de 7 psi/min du-
rante 5 min de corrida; o b) para la compro-
bacion del sistema enzimatico en el FLC,
alicuotas de 1 mL de FLC, provenientes de
un cultivo de 72 h de incubacion, fueron
adicionados a 10 mL de medio DBT fresco.
Se incub6 por 72 h'y se tomaron alicuotas a
Oy 72 h para luego ser tratadas como en la
parte a) de esta seccion.

Determinacion de DBT remanente
en los cultivos por GC acoplado a FID

Alicuotas de 4 mL provenientes de cul-
tivos en medio DBT 10 uM fueron extraidas
con tolueno y analizadas por GC empleando
un equipo acoplado al FID, con una colum-
na Capilary Chrompack CP-sil5CB, 25 m
longitud, diametro externo 0,25 mm Yy
0,25 um de diametro interno, con nitrogeno
como gas de arrastre y con un tiempo de
analisis de 15 min. Se realiz6 una curva de
calibracion preparando soluciones patrones
de acetona-DBT, de O a 10 uM DBT.
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Cromatografia de intercambio aniénico

Para el fraccionamiento de los FLC, se
emple6 una columna de intercambio anioni-
co, utilizando como resina DEAE-celulosa.
A la columna empacada y lavada con solu-
cion tampon Tris-HCl1 50 uM a pH 8, se le
aplicaron 20 mL de FLC de medio DBT con-
centrado a 72 h de incubacion, luego se adi-
cionaron secuencialmente solucion tampon
con NaCla0; 0,25; 0,50; 0,75y 1 M. Se reco-
lectaron 35 fracciones de 2 mL, a un flujo
constante de 0,25 mL*min™!y se midi6 la ab-
sorbancia a 280 nm. Para la deteccion de
sulfuro en las fracciones colectadas, a ali-
cuotas de 100 uL de cada fraccion se adicio-
naron 100 uyL de FeSO, 0,1 M.

Analisis de perfiles polipeptidicos
de los FLC por SDS-PAGE y zimografia

A las fracciones provenientes de la co-
lumna de DEAE-celulosa, en las cuales se
detecto sulfuros, se les determiné la canti-
dad de proteinas totales, segun el método de
Bradford (8). Luego, se realiz6 la electrofore-
sis en geles de poliacrilamida (10%) con do-
decilsulfato de sodio (SDS-PAGE). La elec-
troforesis se corrié por 1 ha 100 V. Se anali-
zaron las muestras seleccionadas por carril
y paralelamente se corri6 una mezcla de
marcadores de masas molares (SIGMA).
Después de la corrida, el gel se revelo por el
método de tincion con plata.

Para concentrar las proteinas se realizo
una precipitacion con TCA. Se adicionaron
250 puL de 20% TCA a las fracciones estudia-
das, se agitaron y se incubaron a 0°C por
10 min. Luego se centrifugaron a 5000 x g
por 5 min. Se descarté el sobrenadante y el
precipitado se disolvi6 en 20 pL de tampoén
muestra 4x.

Con la finalidad de obtener muestras
solidas y para tratar de minimizar la posible
accion proteolitica, se procedié a concentrar
los FLC por liofilizacion. Volumenes de
20 mL, provenientes de FLC de 72 h de incu-
bacion se congelaron haciendo uso de una

mezcla refrigerante NaCl-hielo (2:1), luego
fueron acopladas a un liofilizador marca
Labconco, por 5 h, hasta obtener un residuo
solido. El material sélido proveniente de
40 mL de FLC se disolvié en 3 mL de agua
desionizada, y alicuotas de 20 uL fueron
analizadas por SDS-PAGE.

Para visualizar la actividad enzimatica
correspondiente al efecto sulfo-reductor se
analizaron las muestras de FLC por zimo-
grafia. Se concentraron 200 mL de FLC has-
ta la mitad de su volumen inicial, para luego
tomar 20 mL de la muestra concentrada y
someterla a un protocolo semejante al des-
crito anteriormente.

De las fracciones que presentaron la
mayor absorbancia y la presencia de sulfu-
ros, se dividié su volumen, y una alicuota
fue precipitada con 20% TCA. Las fracciones
precipitadas con TCAy las originales, se co-
rrieron en geles de poliacrilamida al 10%, en
ausencia de f-mercaptoetanol y sin calenta-
miento previo. Finalmente, los geles se colo-
caron en 0,1 M de solucion ferrosa mezclada
con DBT 20 uM.

Resultados y discusion

Proliferacién bacteriana

Se determiné una fase exponencial de
la proliferacion bacteriana en caldo nutriti-
vo entre las 5y 21 h. Alicuotas fueron toma-
das y sembradas en medio DBT. La prolife-
racion de las bacterias en medio DBT (0,36 o
10 uM), y la actividad sulfo-reductora se evi-
denciaron en cultivos en medio liquido y en
medio s6lido. La aparicion en los cultivos de
una coloracion oscura, debida a la forma-
cion de FeS, evidencio la actividad sulfo-re-
ductora. La proliferacion de bacterias, pre-
viamente cultivadas en medio DBT, también
se pudo evidenciar en placas de agar cuenta
estandar. Las colonias aisladas eran amari-
llentas, redondas, con borde difuso, de ta-
mano variable, y tras observacion microsco-
pica mostraron ser bacilos Gram positivos.
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A las 24 h se estim6 una poblacion de
288 x 10* unidades formadoras de colonias
por mL (UFC*mL™).

La baja solubilidad del DBT en agua
(~2 x 1073 g*L!) proporcioné una concentra-
cion factible de 0,36 uM en solucion, pero li-
mitaba la proliferacion microbiana, eviden-
ciado esto por la baja tasa de proliferacion y
la disminucioén de DBT en los medios de cul-
tivo después de 72 h de incubacion. Por ello,
se incorporé DBT adicional al cultivo bacte-
riano a las 72 y 168 h (figura 1). Se observo
que tras 72 h de incubacion, la proliferacion
bacteriana disminuia, pero se obtenia nue-
vamente proliferacion después de la adicion
de DBT. Este mismo comportamiento se ob-
servo a las 168 h de cultivo.

Mediciones de pH fueron efectuadas
paralelamente. Se comprob6 un valor de
PH 8 constante durante las 240 h de cultivo.
La presencia de KH,PO, en el medio de culti-
vo ejerce un efecto tampon, impidiendo ob-
servar cualquier cambio del pH causado por
la proliferacion bacteriana.

Determinacion de DBT remanente
en cultivos bacterianos por GC

Los extractos organicos tratados fue-
ron analizados por GC utilizando un detec-
tor de azufre acoplado al equipo. El tolueno
empleado en el proceso de extraccion de las
muestras fue analizado, mostrando muchas
irregularidades en la linea base. A pesar del
empleo del detector de azufre acoplado al
equipo, no se obtuvo una linea base limpia.
Problemas de impurezas contenidas en la
columna o en el solvente pudieran explicar
este hecho, aun cuando la columna fue ex-
haustivamente limpiada y el tolueno era de
pureza 99,5%, libre de compuestos azufra-
dos. La figura 2a representa el analisis de
una muestra control que contenia tolueno y
DBT. La senal correspondiente a DBT apare-
ce a un tiempo de retencion de 2,990 min.

La figura 2b corresponde al analisis de
los extractos organicos a O h de incubacion,
en la cual se puede observar una senal de
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Figural. Proliferacion bacteriana en medio
mineral suplementado con 10 uM
DBT. Las flechas indican los momen-
tos deadicién de 10 uM DBT al medio
de cultivo.

DBT con un tiempo de retencion de 2,990
min y con un area de 276.855 unidades. La
figura 2c muestra el analisis del extracto a
las 24 h de incubacion, observandose una
senal a los 3,070 min y con un area de
21.885 unidades. Es evidente la constancia
en el tiempo de retencion y la disminucion
del area de la senal desde un valor inicial de
276.855 hasta 21.885 unidades, lo que re-
presenta una disminucién aproximada del
92% de la cantidad inicial de DBT. A 72 h de
incubacion, se observo la ausencia de la se-
nal correspondiente al DBT en el cromato-
grama, indicando la degradacion total del
sustrato por parte de la poblacion bacteria-
na. Se determiné que entre 3,5 y 4 min de
elucion, no existe cuantitativamente ningun
tipo de senal relevante originada por el sol-
vente que pueda interferir con el analito. Sin
embargo, en los cromatogramas de la figura
2b y 2c, se detectaron una serie de senales
con intensidades equivalentes al DBT a
tiempos de retencion mayores, las cuales
pudieran corresponder a compuestos no
identificados co-extraidos de los cultivos.

Los resultados obtenidos muestran la
degradacion del DBT por los termofilos. No
obstante, estos experimentos no demues-
tran que el DBT sea degradado de manera
intra- o extracelular. Por ello, se plante6 in-
corporar FLC de 72 h de incubacion a me-
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Figura 2. Perfil cromatografico de muestras extraidas con tolueno en cromatdgrafo de gas (a-c) con de-
tector de azufre. (a) DBT control; (b) extracto de cultivo con DBT a 0 h; (c) extracto de cultivo
con DBT a 24 h; (d-f) Cromatogramas de cultivos con DBT extraidas con tolueno analizadas
con cromatografo de gas con detector FID, (d) muestra extraida a 0 h, (e) muestra extraida a
24 hy (f) muestra extraida a 72 h de cultivo.

dios de cultivo conteniendo DBT, y asi ob-
servar su efecto sobre el sustrato, en ausen-
cia de células. Una muestra del FLC de un
cultivo de O h origin6 una senal correspon-
diente al DBT con tiempo de retencion de
2,999 min y un area de 380.350, mientras

que el analisis de una muestra de FLC de un
cultivo de 72 h no originé senal correspon-
diente al sustrato (resultados no mostra-
dos), implicando que la degradacion del DBT
involucra un sistema enzimatico liberado al
medio. Dada la complejidad de la molécula

Scientific Journal from the Experimental Faculty of Sciences,
at the Universidad del Zulia Volume 19 N° 2, April-June 2011



Wilkesman, ]. et al. / Ciencia Vol. 19, N° 2 (2011) 117 - 125

123

de DBT (heterociclo que comprende dos ani-
llos bencénicos fusionados a un anillo de
tiofeno), su masa molar relativa, y su baja
solubilidad en agua, disminuye la posibili-
dad de ser transportada a través de la mem-
brana celular. En consecuencia, disminuye
la posibilidad de ser degradada dentro de la
célula y se acumula en el exterior (9, 10).
Para aumentar la solubilidad del sustrato,
se harecomendado la adicion de un solvente
(etanol) y un surfactante al medio de cultivo,
para que el sustrato esté mas disponible
ante la maquinaria enzimatica (9), esta va-
riante debe ser estudiada con cuidado para
analizar los efectos de estos aditivos sobre la
proliferacion bacteriana.

Mediante este analisis, no se puede
descartar que el sistema enzimatico detecta-
do en los FLC pueda provenir de una lisis de
bacterias durante el periodo de incubacion.
Adicionalmente, se conoce la existencia de
enzimas ancladas a la membrana celular
con su centro activo ubicado en la region ex-
tracelular (11), asi como también existe la
posibilidad de que las bacterias exporten la
bateria enzimatica al medio de cultivo y de-
graden asi el sustrato (4, 12). Un mecanismo
detallado de todo el proceso metabdlico aun
no ha sido reportado completamente.

Debido a las seniales de ruido detecta-
das en los cromatogramas, se procedio a
realizar un estudio cromatografico em-
pleando un equipo acoplado a un FID. Para
la cuantificacion de DBT, inicialmente se
realizé una curva de calibracion a diferentes
concentraciones del sustrato, obteniéndose
un tiempo de retencion constante de
11,968 min para todas las muestras (figura
2d-1). Luego, se procedi6 a inyectar los ex-
tractos organicos provenientes de cultivos
bacterianos en presencia de DBT y corres-
pondientes a diferentes tiempos de incuba-
cion. Se observo que las areas de los maxi-
mos correspondientes a la sefial del DBT
disminuian a medida que el tiempo de incu-
baciéon aumentaba. Se registré una degra-
dacion de 70 y 95% en las muestras de 24 y
72 h de cultivo, respectivamente.

Este analisis suministré mejores datos
respecto a los obtenidos con el detector de
azufre, debido a que los cromatogramas tie-
nen menor cantidad de senales provenien-
tes de sustancias desconocidas. Se puede
observar (figura 2d-f) la disminucion de la
senal correspondiente a DBT, ademas de ob-
servarse el crecimiento de una senal desco-
nocida -probablemente 2-hidroxibifenilo (3,
13), con un tiempo de retencion de aprox.
10 min. Mediante la curva de calibracion y
los datos obtenidos en el ensayo cromato-
grafico, se determind la variacion de la con-
centracion del sustrato en el transcurrir del
tiempo de incubacion. De una concentra-
cion inicial de 10 uM DBT, se determiné a las
24 h una concentraciéon de 3 uM, a las 48 h
de 1 uM y a las 96 h ya no se pudo determi-
nar la concentracion con el método emplea-
do. Se comprobo6 asi la actividad degradado-
ra de las bacterias termdfilas sulfo-reducto-
ras sobre el sustrato.

Fraccionamiento y purificacién
de la actividad enzimatica

Para proceder con la purificacion enzi-
matica, volumenes de FLC de 96 h de incu-
bacion en presencia de DBT, se aplicaron a
una columna de DEAE-celulosa. Las frac-
ciones fueron eluidas a diferentes concen-
traciones de NaCl (figura 3). Se detectaron 6
maximos de absorcién (figura 3, enumera-
dos del 1 al 6); de los cuales sélo los maxi-
mos 5y 6 presentaron reaccion ante FeSO,,
indicativo de presencia de actividad sulfo-
reductora en las fracciones.

El contenido de proteinas totales de es-
tas fracciones, determinado por el método
de Bradford (8), indic6 valores 15,2y 8,8 ug
para los maximos 5 y 6, respectivamente.
Las fracciones fueron analizadas por SDS-
PAGE y los geles tenidos con plata para vi-
sualizar los perfiles polipeptidicos. El maxi-
mo 5 evidenci6 un polipéptido con una masa
molar estimada en 55 kDa, las demas frac-
ciones no presentaron senales correspon-
dientes a polipéptidos. Para incrementar la
cantidad de proteina a ser analizada en los
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Figura 3. Perfil de elucién de la columna de in-
tercambio DEAE-celulosa. E1 FLC fue
aplicado a la columna y eluido dis-
continuamente con NaCl 0-1 M. Los
numeros indican los maximos de ab-
sorbancia. Las fracciones de los maxi-
mos 5 y 6 presentaron propiedades
sulfo-reductoras, determinadas con
FeSOs (se indica en el recuadro seg-
mentado).

geles de poliacrilamida, se procedi6 a liofili-
zar el FLC. Elresiduo seco se disolvié en H,O
desmineralizada y se someti6 a electrofore-
sis en geles de poliacrilamida. Se detectaron
polipéptidos con masas molares de 34,5;
47,8 y 200 kDa (resultados no mostrados).
Estos polipéptidos podrian corresponder a
las actividades enzimaticas involucradas en
la degradacion de DBT por la cepa bacteria-
na estudiada.

Los intentos efectuados para caracteri-
zar la actividad enzimatica por zimografia
resultaron negativos. Igualmente, no se en-
contraron referencias bibliograficas en rela-
cion a la degradacion de estas actividades en
geles de poliacrilamida, zimografia, ni ma-
sas molares de enzimas implicadas en tal
degradacion.

Conclusiones

La degradacion del DBT por cepas ter-
mofilas se evidencié por GC, obteniéndose
un 100% de degradacion a las 72 h de incu-

bacion. Se demostro la presencia de una ac-
tividad sulfo-reductora liberada al medio ca-
paz de degradar DBT. Tras la aplicacion del
FLC en la cromatografia de intercambio
ani6nico se eluyé una fracciéon con la pre-
sencia de un polipéptido con una M, de
55 kDa. Por SDS-PAGE del FLC se mostro la
presencia de 3 polipéptidos con M, de 34,5;
47,8y 200 kDa. La actividad sulfo-reducto-
ra no pudo ser evidenciada por zimografia,
bajo las condiciones experimentales esta-
blecidas.

Abreviaturas

CN, caldo nutritivo; DBT, dibenzotiofe-
no; DEAE, dietil-amino-etil; FID, detector de
ionizacion a la llama; FLC, filtrados libres de
células; GC, cromatografia de gas; M,, masa
molar relativa; SDS, dodecil sulfato de so-
dio; PAGE, electroforesis en geles de polia-
crilamida; TCA, acido tricloroacético; UFC,
unidades formadoras de colonias.
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