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I.- INTRODUCCION

La oxidacidén de los hidrocarburos alifdticos -—
normales en sistemas bioldgicos son en la actualidad ma-—
teria principal de conjeturas. Ta formacidn de dcidos -
grasos por la actividad de urn microorganismo en un subs-
trato teniendo como Unica fuente de carbone a un hidro--
carburc dadce hace evidente qde dicho hidrocarburo fué

oxidado en un dtomo de carbdn terminal.

Se ha observado la produccidn de dcido heptanci

co durante el crecimiento de Pseudomonas zeruginosa en -

medios constitufdos por sales minerales y n-heptano (16)
En dicho trabajo se concluyd que solamente el 1% del n--
heptano fué transformedo en dcido heptanocico correspon--—
diendo el porcentaje restante a dcidos n-hexanoico, n-va
lérico, n-butilico, propidnico y acético. Se 1llegd a 1la
conclusidn gue el n~heptanoc fué oxidado monoterminalmen-
te obteniendo el dcido n-heptanoico, encontrdndose la -
produccidn de Zcidos de menor peso molecular posiblemen-
te debidos a descarboxilaciones sucesivas de series con-

tinuas de monodcidos saturados. (20, 8, 12)

Los dcidos grasos, algunos identificados y algu
nos no identificados, han sido separados © detectados en
otros cultivos bacterianos, en log cuales largas cadenas

de hidrocarburcs alifdticos fueron los dnicos substratos



(14, 21, 10). Resultados andlogos se han obtenido con -
el fenil substituide en largas cadenas de hidrocarburos-

alifdticos (22).

Estos estudios revelaban una serie de complica-
ciones por el hecho de gue la mayoria de los productos -
de oxidacidn, formados a partir de hidrocarburos como -
substrato, eran compuestos que diferian en cuanto al nud-
mero de carbones en la molécula. AUn asf los estudios —
implican un mecanismo de oxidacidn monoterminal en di- -

chog hidrocarburos.

Un gran nimero de bacterias son capaces de desa
rrollarse en goluciones de sales inorgidnicas incluyendo-
una sal amoniacal mientras exista la presencia de com- -
puestos orgdnicos sencillos de uno o dos dtomos de carbo

no. El aislamiento de un organismo, Methanomonas metha-—

nicus las cuales oxidarian el metano a C02 y agua fué re

portado por S¥hngen (19 .

Otras bacterias comunes como lasg Pseudomonas -—

fluorescens (1 ) también oxidan el metano y el B. hexa—-

carborum es capaz de oxidar no solamente el metano, sino
el tolueno, el xilol y otros compuestos similares. Asi-~
nismo hidrocarburos alifdticos y aromiticos presentes en
el petrdleo y mezclas similares son utilizadas por un -

gran nimero de bacterias como fuentes de energfa (5, G).



Estos organismos han sido aislados de medios gue contie-

nen hexano mormal, naftenos como el ciclo-hexano y el 1l-

———— —

3 dimetil ciclo hexano, o aceites parafinicos siendo és-

tas las fuentes unicas de carbono, o0tros organismos son-

capaces de oxidar el fenol a C02, pirccatequina a oxigul
.—.—-—-—-‘-—'__-—-_._-_—

nona; benzol a dcidos grasos y €02 y todos han sido ais—

ladog del suelo.

Los organismos que oxidan los compuestos alifi-
ticos superiores se han designado como parafin-bacterias

por los mismos investigadores alemanes.

Como evidencia desde los estudios avanzados, in
vVvestigaciones que agui se han concentrado sobre los hi-—-—
@rocarburcs 1lfguidos,los hidrocarburos gaseosos de cade—
na corta han sido virtualmente olvidados, en relacidn a-
sus transformaciones por microorganismos. FEl metanol, -
formaldehido y dcido férmico han sido obtenidos como prg
ductos de oxidacidn bacteriana del metano (4). No obs——
tante datos experimentales estédn todavia pendientes. La
aplicacidn de tdcnicas de adaptacidén simultdnea dieron,-
en el caso del etano, evidencia consistente con la forma
cién intermedia de etileno, etanol, acetaldehido y dcido
acético (7), ¥y en el caso del propano con la formacidn -

de preopileno e isopropanol (11).

Tomando en cuenta los datos obtenidos por los -~



diferentes autores, se decidid efectuar el presente tra-

bajo con el fin de aislar bacterias metabolizantes de
hidrocarburos y estudiar el efecto de diversos factores—

sobre el desarrcllo de éstos microorganismos.



II.- MATERIAL Y METODCS

1) Plan general de trabajo.

En el presente trabajo se hace un estudio preli
minar sobre bacterias métabolizantes de hidocarburcs. -
El tema comprende, el aislamiento de 1os microorganismos
a paritir de diferentes fuentes naturales:; identificacidn
de los mismos; efecto que sobre el crecimiento tienen di
ferentes hidrocarburos como fuentes de carbono; efecto -
de 1la agitacidn, y comparacidn del efecto gue sobre el -
crecimiento tienen diferentes fuentes de carbono compara
do con los diferentes hidrocarburos. 3Se observd, ademds,
la accidn combinada de diferentes fuentes de nitrdgeno e
hidrocarburo y por métodos cromatograficos se investiga
ron los productos de degradacidn de los hidrocarburos en
estudio, con el fin de obtener substancias de interds in

dustrizl por accidn de estos microorganismos.

2) Aislamiento de los microorganismos yv medios de culti-—

vo empleados.

Se estudiaron por una parte bacterias correspon
dientes a cepas de coleccidn, y ademds se aislaron micro
organismos a partir de diferentesg fuentes naturales, cla

gsificando posteriormente aguellos microorganismoes gue -
“_"_‘___,-———— — . P ~:._

presentaron caracteristicas de cultivo, tintoriales y -
\_'__._____________,_.. — e —— S ———

bioguimicas variables.




Se estudiaron los siguientes microorganismos -
procedentes de la coleccidn de cultivos del Departamento

de Microbiologia de la Facultad de Ciencias Quimicas: -

Pseudomona aeruginosa 1, Pseudomona geruginosa 11, Pseu-—

domona aerugincsa IIT y S microorganismos seleccionados-—

de un total de 76 microorganismos aisladocs a partir de -
;gﬁgggu estopa y otros materiales impregnadocs en hidro--

carburos.

Fl aislamiento a partir de muestras de tierra -
se efectud utilizando el método de las diluciones con =

giembra en placas de Petri, conteniendo diferentes me— -

dios de cultivo, y en.matraces Erlenmeyer de 125 ml., =
-H—.—'—‘—-n_;

conteniendo los mismos medios en forma liguida, con el -~
fin de ser sometidos = una agitacidn continua de 140 r.—

p.m., darante 24-48 horas, a 28°C - 30°C.
pomtm

El aislamiento a partir de estopa y otros mate-
riales se 1levd a cabo en forma directa, es decir, pasan
do la estopa o material sobre la superficie del medio de

cultivo g61lido y depositando parte de dicho material por

un pericdo de 10 minutos en cads os matraces con
C ER = HoeTEre b A
teniendo los diferentes medios de cultivo 1fquidos. Una
— e ————— e = S S N s

veg concluidas las 48 horas de incubacidn, tanto de los-
medios sdélidos como 1lfquidos se procedid a sembrar por -
el método de la placa estriada (15) en cajas de Petri -

con el fin de obtener colonias aisladas para obtener pos



teriormente los cultivos puros.

Pars el aislamiento de los microorganismos se =
procedid a sembrar en diferentes medios de cultivo:
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Medio No. 6

Parafina liguida

ooonuuoo-too-t3
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Todos los medlos fueron esterilizados en auto--
clave a 15 libras de presidn durante 15 minutos con ex—-
cepcidn de los medios que contienen urea, en donde ésta-

era esterilizada por filtracidn y enseguida afiadida al -

medioc de cultivo estdédxril.

A cada 1000 rwl., de medio se le agregaron C.5 g

de tergitol &. TLos medios s6lidos se prepararon agregan

do 1.5% de agarxigar a los medios liquidos excentos de -
:"""‘—'—-—-—-___.‘.

et
tergitol ¥y positando el hidrocarburo como se indica en

la figursa:

Algoddn impregnado
con hidrocarburo

@& <

Bl petrdleo utilizado en todos los medios de

-—

cultivo fué decolorado previamente utilizande para ello-

& Productos Alpe.



- g -

el método de adsorcibn por carbdan activado.

De los medios de cultivo empleados para el aisg-
lamiento de los microorganismos, se selccionaron aque- -
1los en los que el crecimiento fué mas notable, para 1llg
var a cabo posteriormente los diferentes puntos especifi

cados en el presente trabajo. Resultando ser los medios

-~

No. 1 vy No. 2 los que reunieron dichas caracteristicas,-
_——m—m——

tomdndolos como medio baseen tcdos los experimentos.
’--_-—'—‘—._._,__.—-____‘_ ._—_____'_‘__.,_-—__"-_

Vd

3) Clagificacidn de los microorganismog. &ovs7¢

.

-

o
S o Z O 7
<

De un total de 76 microorganismos aislados se -
seleccionaron & de ellos para realizar nuestro estudio-
procediéndose a su c¢lasificacidn, para 1o cual se hicie-
ron las pruebas tintoriales, morfoldgicas y bioguimicas-

recomendadas por la American Society on Microbiology (3)

(18) ¥ (17). A=l también se tomaron en cuenta las carac
teristicas del cultivo y 1la naturaleza de las muestras -

de las cuales se aiglaron los microorganismos.

Se 1legd a la conclusidn de que todos los mioro

organismos seleccionados para desarrollar el presente

trabajo corresponden al género EFseudomonas.
L —— — o

4) Métodos de trabajo.

Las cepas bacterianas se sembraron en tubos con

agar nutritivo, incubdndose a 28°C —~ 30°C durantel 24-48-



- 10 -~

horas ¥y conservdndolos a una temperatura entre 5°C y -~ -
10°C. Durante el desarrollo del trabajo los microorgi—-—
nismos fueron resembrzdos a medlda que se hacia necesg—--
Tric.

Para la preparacidn del indculo se hizo una sus

. o & F'd - . . »
pen516n de los microorganismos en agua esteril utilizan-

dose siempre cultivos de 24-48 horas de incubacidén. Fl-

vélumen del indculo siemé;;—EaghagdihEiT:_EETE~€EEé uno-
de los puntos desarrollados.?¢g 7

| ’ /

El indculo fué depositedo con pipeta estéril en
metraces Erlenmeyer de 125 ml., conteniendo cada uno de-

ellos 25 ml, de los medios de cultivo seleccionados para

: c 7
cada experimento. ./ \) Z ,")

El pH de los medios de cultivo fué tomado con -
un Potencidme tro Beckmann modelo G y 1la turbidez fué de--

terminada con el uso de un Fotocolorimetro de Klett Sum-—

erson, con Filtro de 420 m,{{.(ﬁ@u ‘

Para determinar el efecto de la agitacidn sobre
el crecimiento de los microorganismos se utilizd un agi-
tador mecdnico de accidn rotatoria. En cada experimento
se inocularon matraces Erlenmeyer de 125 wml., con 25 ml.,
del medio egpecifico y se agitaron a 140 r.p.m.,-durante

24-48 horas a una temperatura de( 28°C - 30°Cy corriendo-
L‘_-'_'—"—-_

paralelamente cultivos gque fueron incubados en condicio=-




———i— e

s W

nes egtdticas.

La identificacidn de los productos de degradfi--

cidn de los hidrocarburos se hizo por cromatografia én -

papel y en capa delgada, ensayandose diferentes solven—-
—_—_—— T T

tes y adsorbentes en el caso de 1la cromatografia en capa

— —

delgada, utilizdandose para cada caso el revelador mas -
— e —— — g

apropiado,

En el andlisis se¢ incluyd medio de cultivo esté

ril y estandars de diferentes carbohidratos, aminodcidos

y vitaminas (2, 6, 13).

5) Efecto que scbre el crecimiento tienen diferentes hi-

drocarburos utilizados como fuente de carbono.

Se egtudiaron como fuente de carbono diferentes
hidrocarburos, talesg como: benceno, ciclohexano, 1,4 dio
®xano, gasolina blanca, n-hexano, octano, pentano, pente-

no, petrdlieo, tolueno, m-xileno y p—xileno.';ﬁAké"ﬁaJ

\ .
X Se utilizaron dos series de doce matraces Erlen

¥
ggeyer de 125 ml., con 25 ml., de mediocs No. 1 y No. 2 -

respectivamente para cada microorganismo en estudio, -

tilizando para cada matraz ceda uno de los diferentes -

k‘-—————_——-“

hidrocarburos como fuente de carbono.

Para la inoculacidn de los matraces se hizo una

suspensidn en agua estéril de cada uno de los microorga-



&Nty

/2 272/ ¢ )T &y

a3

4

PP & 1?

m T g

nismog, tomando un ml., de esta suspensidén para cada ma-
traz.

Una serie de matraces se mantuvo en condiclones
estdticag, y la serie restante se agité mecdnicamente a-
ung velocidad de 140 r.p.m.. 7Todos log matraces se incu

baron a una temperatura de 28°C - 30°C duranie un perio-—

do de 24-48 horas, despuds de las cuales se determind -
~,'__”___________.__-=‘"-

turbidez por el método ya descrito.

6) Efecto gque sobre el crecimiento tienen diferentes — —

fuentes de carbono.

Se utilizaron como fuentes de carbono diferen-—--—
tes carbohidratos tales como: dextrosa, galactosa, malto

sa, manitol y sacarosa, variando la concentracidn de ca-

da uno de ellocs.

Para cada microorganismo se wutilizd una serie -

de 30 matraces Erlenmeyer de 125 ml., conteniendo 25 wl.,

?
del medio base’ para cada uno de ellog, substituyendo el-

petréleo por los diferentes carbohidratos utilizados co-

mo fuente de carvono.

Todos los matraces fueron inoculados y agitados
necdnicamente como se degeribid en el ineiso anterior, -
se incubaron a una temperatura de 28°C - 30°C por un pe-

riodo de 24-48 horas, para determinar la turbidez poste-

N . e - = z =
riormente. ,«‘Vi s s T L LI DEE SaS e O 7

e ”
Mo LE L yemess cesicer & FEDE oELUCHS T
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7) Efecto gue 'scbre el crecimiento tiene el hidrocarburo

combinado con otra fuente de carbono.

Para cada microorganismo se utilizaron matraces
Erlenmeyer de 125 ml., conteniendo 25 nl., QE_EEEEE_Eﬁéii
agregando al mismo tiempo a cada matraz el hidrocarburoc=-
y la concentracidn del carbohidrato que dieron mejor cre

cimiento en los experimentos anteriores.

Los matraces fueron inoculados y agitados mecd-
nicamente como se describid en incisos anteriores e incu
bados a una temperatura de 28°C - 30°C, durante 24-48 ho

- T T

ras, determindndose la turbidez en cada matraz.

8) Efecto que sobre el crecimiento tiene combinadamente-

el hidrocarburo con diferentes fuentes de nitrdgeno,-

variando la concentracidn de esgta Ultima.

Se estudizron diferentes concentraciones de las

NH,NO,, NH,C1, -

siguientes fuentes de nitrdgeno: NaNOB, TR 4

KINO (NH4)280 ¥ urea.

37 4

Se utiligaron para cads microorganismo, series—
de 36 metraces Erlenmeyer de 125 wl., conteniendo 25 mi.,
del medio base, substituyendo el petrdleo por el hidro--
carburo, con el cual se obtuvo inlcialmente un mayor cre

cimiento y agregando en-cada matraz la fuente de nitrdge

no en estudio en diferentes concentraciones.



-~ 14 -

Todos 10s matraces fueron inocculaddssy agitades
en la misma form®s gque en log experimentos anteriores € -
incubados a una temperatura de 28°C - 30°C durante 24 —-
48 noras, determindndose el crecimiento mediante la lec~

tura de la turbidez en el medio.dé .cultivo..



III.f FXPERIMENTOS Y RESULTADOS

las condiciones experimentales ensayadas en el..

presente trabajo fueron: Efecto de la presencia de los <
e —— e e R e

diferentes hidrocarburos utilizadcs como fuente de carbg

no, efecto de la agitacidn, efecto que sobre el creci——-
_"H*-—‘_‘—-\

miento tienen las diferentes fuentes de carbono compara~
— —— S e

da& con los hidrocarburos, efecto que sobre el crecimien

to tienen combinadamente el hidrocarburo con otra fuente
de carbono, efecto que scbre el crecimiento tienen combi
nadamente el hidrocarburc con diferentes fuentes de ni-—-
trégeno, variando la concentracidn de egta Ultima y la -

investigacidn de la degradacidn de los hidrocarburos por
"_"‘_-'l—n_

microorganismos.,
.~—-——‘_'_--__-F_ e e

Durante el periodo .de cada uno de los experi--—
mentos se trabajd en condiciones estériles y a una tempe

ratura de 28°C -~ 30°C.

1) Efecto de 1la presencia de los diferentes hidrocarbu—-

rog utilizados comc fuente de carbtono.

Los hidrocarburos en estudio fueron los siguien
tes: benceno,cicl.-hexano, 1-4 dioxanoc, gasclina blanca,-

n~hexano, octano, pentano, penteno, petrdleo, tolueno, -
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m-xileno, y p-xileno.

Se utilizg una serie de 24 matraces Erlenumeyer
de 125 ml. conteniendo 12 de ellos 25 ml. de medio No.-
1l y los 12 restantes 25 ml. de medio ¥o. 2 para cada u-
no de los nicroorganismos estudiados. subgtituyendo en -

cads matraz el petrbdleoc por los diferentes hidrocarbu——

ros. ,;%?7A26>;4>¢XL@cfz:£ rredoev | ?/ = i?

Todog los matraces fueron inoculados por el mé-
todo descrito en el inciso anterior, e incubados en con-
dicicnes estdticas a una temperatura de 280C ~ 30°C du—-
rante 24 -~ 48 horas.

R,

En las tablas ndms: I, IT¥, III, IV, V, VI, VII,

VIIT, IX, X, XI y XII,se aprecian los resultados obteni-

dos en este experimento, observdndose gue el petrdlec ——

fu@?giﬁazakooarburo que did mejor resultado en la mayor-

e r——— T

parte de los microorganismog egtudiados. fil>t>xq??b/é7iﬁ7“m—_
6

2) Bfecto de la agitacidn.

Se wtilizd una serie de 24 matraces Erlenmeyer.
de 125 ml. conteniendo 12 de ellos 25 ml. de medio No.-
1 ¥ log 12 regtantes 25 ml. de medid No. 2 para cada uno
de le¢s microorganismos en estudio,  substituyendo en cada
matraz el petrdleo por los diferentes hidrocarburos. To-
dos los matraces ge inocularon como se describid anterior

mente y fueron agltados mecdnicamente a una velocidad de



- |-

140 r.p.m. y a una temperatura de 28°C « 30°C por un pe~

riodo de 24 - 48 horas.
.

Los resultados obtenidos estdn indicados en las
tablas del num. I al nim.XII, observandose gue el método
agitado fué el que did un mejor crecimiento de los micro

organismos y determindndose el medio ideal para cada uno

Y eral_ . Ll 7£J¢Lrae4¢4i~q<: &
de ellos. -

3) Efecto gue sobre el crecimiento tienen las diferentes

fuentes de carbono comparadas con log hidrocarburos.

v

—_p,
fuentes de carbonoco: dexitrosa, galactosa, maltosa, maniéi
-—-—“—_—-'-‘

Se utilizaron los siguientes carbohidratos igpo

tol ¥y sacarosa a las concentraciones siguientes: 0.5%, —
—————

1.0%, 1.5%, 2.0%, 3.0% y 4.0%.

Se utilizd para cada microorganismo una serie —
de églmatraces Erlenmeyer de 125 ml., con 25 ml., del me
dio base para cada uno de ellos, substituyendo en los mg
diog de cultivo el petrdleo por csda uno de los carbohi=-

dratos en estudio a diferentes concentraciones.

Todos los matraces fueron inoculados y agitados
mecdnicamente a una velocidad de 140 r.p.m. por un perio

do de 24 - 48 horas y a una temperatura de 289C - 30°C.

Las tablas del ndm. XIII al num. XVIT y grafi—-—

cas del num. 1 al nim. 12 muestran los resultados de es-—
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te experimento, observando que el carbohidrato con que =
T T

se obtuvo un mayor crecimiento en la mayor parte de los~

~—

nicroorganismos fué el manitol a una concentracidn entre

1-0% et 2.0%-

4) Efecto gque gobre el crecimiento tienen combinadamente

el hidrocarburc con otra fuente de carbono.

En este experimento se utilizd.para cada wicro-
organismeo un matraz Erlenmeyer de 125 mi. con 25 ml. del
medio base, substituyendo en este caso el petrdleo por=-
el hidrocarburo y carbohidrato, con el cual se obtuvo un
mayor érecimiento en experimentos anteriores, con el fin
de observar el efecto que sobre el crecimiento tienen —-
combinadamente estos compuestos. La inoculacidn e incuba
cidn se hizo en las condiciones anteriormente expuestas.
Los resultados obtenidos aparacen en la tabla num. XVIIT
en donde se obgerva que el petrdleo y manitol a una con-
centracidn de 1.5%, combinadamente, daban una turbidez -

mayor en el medio de cultivo.

5) Efecto. que sobre el crecimiento tienen combinadamente

el hidrocarburo con diferentes fuenteg de nitrdsenc, va—

riando la concentracidn de egta Ultima.

Las fuentes de nitrdgeno ensayadas fueron: w-—e-

N&NO3, NH4NOy, NH &R, KNO3, (NH4)2504 y urea en la siw—-
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. ¢ (3%
guientes concentraciones: 0.5%, 1.0%, 1.5%4,2.0%, 3.0%, ¥
4.,0%.

1 ‘ En este ensayo se utilizaron para cads microore

Lo
ganismo 36 matraces Erienmeyer de 125 ml. con 25 ml., -

del medio base, substituyendo el petrdleo por el hidro--

—:Sqaparburo, con el cual se obtuvo mayor crecimiento del mi-
croorganismo y agregando posteriormente la fuente de ni-
trdgeno en las diferentes concentraciones. Todos los ma~

traces ge inocularon e incubaron en lag condiciones ya—-

J Ao

establecidas.

Logs resultados ebtenidos pueden observarse Geta
lladamente en las tablas del ndm. XIX al ndm. XXIV ¥ en-

las graficas del mim. 13 al nidm. 24, respectivamente.

Se puede observar con claridad que utilizando =

omo fuente de nitrdégeno NaNO3 y NH4CX a una concentra--

————— e

tidn entre 0.5% ¥ 1.0% combinada con el hidrocarburo que

i/

N

N .
‘§§‘ “Ninicialmente did mejor crecimiento para cada uno de los-

%\
g

nicroorganismos, se obtuvo la mayor turbidez,_después de

A&

agitar los matraces durante 24 - 48 horas y manteniendo-

£

la temperatura a 28°C - 30°C.

d
$

6) QObservacidén de log productos de degradacidn de los hi

drocarburos por microorganiswmos.
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Tomando en cuenta las condiciones dptimas de-o
desarroclloc para cada microorganismo, se procedid a iﬁveg
tigar cromatogrdficamente la posibilidad de encontrar —--
productos de degradacidn de los hidrocarburos por accidn
de estos microorganismos. Para llevar a cabo egte ensayo
se utilizd para cads microorganismo un matraz Erlenmeyer
de 125 ml., conteniendo 25 ml. del medio base,substitu~-
vendo el petrdlec por el hidrocarburo con el cusl se ob-
tuvo un mayor crecimiento, y agregando la concentracidn-

v fuente de nitrdgeno adecuada.

Con el fin de observar si log microorganismos—-—
causaban alguna degradacidn en el carbohidrato al ser u-
tilizado éste como fuente de carbono, se utilizd ademds-
para cada microorganismo un matraz Erlenmyyer de 125 —= .
ml., conteniendo 25 wl., del medio hasgse, substituyendo -
el petrdleo por el carbohidrato, con el cual se obtuvo--
un mayor crecimiento a determinada concentracién y agre-
gando la concentracidn y fuente de nitrdgeno adecuszda. -
La inoculacidn e incubacidn se hizo en la misma forma -

que para lLos experimentos anteriores.

KE Sl FfLes & £SO
e
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IV.-DISCUSION Y CONCLUSIONES

Anteg de congiderar los resultados obtenidog———
en nuestro trabajo, debe mencionarse el hecho de que los
microorganismos fueron aislados a partir de diferenteg--
fuentes naturales, en las cuales se tenia la seguridad—-

de que estaban impregnadas con diferentes hidrocarburos.

También debe mencionarse que se utilizaron dife
rentes medios de oultivo para el aislamiento de dichos-——
microorganismos, y que finalmente se seleccicnaron ague-
1los en los gque los microcrganismos se desarrollaban me-
jor, para tomarlos luego como medios de cultivo base en-
los diferentes ensayos. En todog los medios de cultivo -
se agregld petrdleo como fuente de carbono, el cual era—-
substituido al ensayar cada uns de las diferentes fuente
s, tales com®d hidrocarburos, carbohidratos o bien com-

binaciones de ambos.

En el presente trabajo los resultados cbtenidos
no difieren de 10 ya publicado por diversos autores, al-
comprobar gue pueden ser aisladeg wmicroorganismos meta-
bolizentes de hidrocarburos, ¥y procedimos a estudiar el-
efecto gque sobre el crecimiento de estos microorganismos
pudieran tener diferentes factores tales como el empleo-

de diferentes hidrocarburos como fuentes de carbono, com
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Pbinacion de dichos hidrocarburos con otra fuente de car.-

bono o de nitrégeno a diversas concentraciones, etc.

Por losg resultados expresados en las tablas de-

, Mo ES
los nims: I al XII, podemos concluir que para todog los-

microorganismos en cultivos agitados se obtuvo un creci-
miento mayor gque en cultivos estdticos, de tal manera-——
que fué seleccionado dicho sistema para el desarrolloc de

todos los experimentos en nuestro trabajo.

Los ensayos referenteg al efecto gque sobre el--
crecimiento tienen diferentes hidrocarburos como fuente-
de carbono, se reportan en las itablas del I1a8lXII y reve
lan gue los hidroecarburos que estimularon en mayor grado
el crecimiento de los microorganismos fueron el petrdleo

y €1 pentanoc.:

En las tablas de los néms: XIII al XVII se com-
para el efecto gque sobre el crecimiento tienen diferen~-
tes fuentes dé carbono, tales como: dextrosa, galactosa,
maltosa, manitol y sacarosa a diferentes concentraciones
concluyéndoge que el menitol a una concentracidn 1.0% —-

—

1.5% es el carbohidrato con el gue 108 micreorganisnos—-

presentan un crecimiento dptimo.

Al combinar el hidrocarburo ¥ la fuente de cor-

. - - - = . rd o]
bono, gue inicialmente proporcionaron crecimiento mexi--

- e 4 <.
mos para cada micrcorganismo,, se Observo que esta combi

vERVAR



nacidén estimuld el crecimiento en algunos microorganis—-—
mos, mientras que en otros se inhibid casi por compledho-

el crecimiento de losgs mismos.

Los resultados dados en las tablas de los nums:
XIX al XXIV corresponden al estudio del efecto que so-—-
bre el crecimiento tienen combinadamente el hidrocarburo
con diferentes: fuentes de nitrdgeno a diversas concentra
ciones y nos muestran que 21 c¢recimiento en gran numero-
de microorganismos es mds favorable al combinar el hidro

carburo con (NH4)2304 en una concentracidn de 0.5% — - -

1.5%.

Al cultivar cada uno de los microorganismos en—-—

sus condiciones Sptimas, por un periodo de 24 =48 horas~
—— %
" r rd -
% Yy analizar por metodos cromatograficos sus productos me-
i'1

% 9 9 tdbolicos extracelulares, se vid que los hidrocarburos——
éé'{_éz son degradados por la occidn de los microorganismog, ob-
\\' -« ,? §§Mservéndose la presencia de ciertoE ngductos no indenti-
o ¥ éfj“?-"ficados. Por 1o que se concluye que los organismos del-—-
\é g\"gfig énero Pseudomona estudiados, Fletabolizan a los hidrocar

buros alifdticos, alicidicos y aromidticos.




V~-—RESUMETRN

En el presente trabajo se 1levd a cabo un estu-
dio preliminar sobre bacterias metabolizantes de hidro—
carburos; se estudid el aislamiento de los microorganis-
mos a partir de diferentes fuentes naturales y la identi
ficacidn de los mismos; se estudid el efecto gue sobre—-
el crecimiento tienen diferentes hidrocarburos como fuen
te de carbono comparando con otras fuentes:; asi miswmo,—-
se estudid 1la acecidn combinada del hidrocarburc con dife
rentes fuentes de nitrdégeno y el efecto que pudiera te--
nex sobre el crecimiento de los microorganismes la agita
cidn mecdnica, para posteriormente investigar la posibi-
1idad de obtener substancias de interés industrial a par

Tir de dichog microorganismos.

Log resultados nos revelan que las condiciones-
bajo las cuales se obtuveo el mayor crecimiento varian pa
ra cada microorganismo. Sin embargo, pudimos concluir——-
que de los hidrocarburos estudiados. el petrdleoc y el pen
tano son lios mejor metabilizados por los microorganismos

en general.

También pudimos observar que la agitacidn favo
rece notablemente el crecimiento de los microorganismos-—
v se considera que los demds factores tienen efectos di-

versos sobre los diferentes microogranismos estudiados.
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Como en el presente trabajc no se investigd la

naturaleza quimica de los diversog.__productos que se for

—_‘1-‘_“——_
man de la actividnd bacteriana sobre los hidrocarburos—
s
10 _sabemos si alguno o algunos de ellos puedan ser de--
ﬁ__-h_—__‘—’——-—-__

importancia industrisl.

-\\_
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TABLA I

Efecto de la presencias de los diferentes Hldrocarbeébs como

L
unicg fuente de Carbono.
i ————

e
Condiciones:

Cultivos: Estdticos y Agitados

pil del medio de cultivo:
Temperatura: 28°C - 30°C

Periodo de Incubacidn:

6,0 — 6.5

48 horas.

Microorganismo: Pseudomona geruginoga 1

Turbidew Turbidez
Hidrocarmburo Medio No. 1 Medic No. 2
Cultivo {Cultivo ] Cultivo Cultivo
Estdticol Agitado § Estdtico | Agitado
Renceno 0 10 1 4
Ciclo-Hexano 100 35 & 94 11 &
1-4 Dioxano 39 19 &~ 53 5 &
Gasolina Blanca 75 123 g3 g4
n-Hexano 198 (/5583> 168 248
RO
Octano 9 61 4 53
Pentano 67 190 95 197
Penteno 97 192 63 170
Petrdlieo (260 > 400 186 £55
Tolueno 10 3 LT 10 1
n-Xileno 9o 103 92 26 &~
p-Xileno '16é?/




TABLA

II

Efecto de la presencia de 1os diferentes Hidrocarbonos como

Unica fuente de Carbono.

Condiciones:

‘Cultivos: Estdticos y Agitados

PH del medio de cultivo: 6.0 - 6.5

Temperatura: 2800 -~ 30°C

Periodo de Incubacidn: 48 horas.

Microorganismo: Pseudomona aeruginosa IT

Turbideszs TM™irbidesz
Hidrocarburo Medio No. 1 Medio No. 2
Cultivo {Cultivao Cultivo [Cultivo
Estdticof Agitado Estdticol Aeitado
. Benceno 2 3 1 O
Ciclo-Hexano 54 96 66 61
1~4, Dioxano 24 7 28 19
Voo,
Gasolina Blanca 202 365 220 385 eidid b
n-Hexano 168 224 212 244
Octano 185 380 173 400
Pentano & 555 | (o5 ) 10 (710 7F
S’ N ot R
Penteno 208 385 224 405
Petrdleo '%220 375 ﬂ?r§;§7 385 e
Tolueno 3 9] 0 2
m-¥Xileno 110 269 100 185
p—Xileno 10 2 0 22




TABLA

ITT

Efecto de la presencia de los diferentes Hidrocarburocs como

’ -
unica fuente de Carbono.

Condicionesg:

Cultivos: Bstdticos y Agitados.

pH del medioc de cultivos

Temperatura: 28°C - 300°C

6.0

- 6.5

Perfodo de Incubacidn: 48 horag.

Microorganismo: Pseudomona aeruginoga ITT

Turbidesw Turbidesz

Hidrocarburo Medio Fo. 1 Medio No. 2

Cultivo [{Cultivo | Cultivo [ Cultivd

Estdtico}Agitado | Estdticol Agitadag
Bencéno 0 0 0 Q
Ciclo-Hexano 186 (ZSSTL 195 345

\n.-/ \_/
1-4, Dioxano 0 0O 0 O
Gasolina Blanca 183 - 320 204 310
n-Hexano 155 238 1380 252
Octano 169 68 46 5
PEntano 191 208 Goz\ | 232
A

Penteno 200 264 218 258
Petrbleo 163 252 179 268
Tolueno 0] 148 58 0
m-—-Xileno 210 195 163 173

_\_../_
p—Xileno 178 130 194 100




TABLA IV

Efecto de la presencia de los diferentes Hidrocarburos como

Unica fuente de Carbono.
Condicionesg:

Cultivos: Estdticos y Agltados

pH del medio de cultivo: 6.b - 6.5
Temperatura: 28°C - 30°C

Perfocdo de Incubacidn: 48 horas.

Microorganismo: Pseudomona 1

Tuarbidez Turbidez

Hidrocarburo Medio No. 1 Medic Nao. 2

Cultiveo |Cultive | Cultivo {Cultivo

Betdticol Agitado | Bstdticol Aeitado
Benceno O O 0] 32
Cicl o-Hexano 15 (;;?5 24 87

—
1-4, Dioxano S QO O 0
Gaseclina Blanca 31 10 18 13
m-Hexano 21 55 29 133
Octano 7 20 13 24
Pentano 22 35 30 (;I;s
\/7_
Penteno 28 51 20 80C
Petréleo rggh) 05 < (g;x\, 8L~
u \—-/

Tolueno 0 Q 0 Q
n~Xileno 3 63 0 60
p~Xileno 1S 24 12 47




TABLA v
Efecto de la presencia de log diferentes Hidrocarburos como
dnica fuente de Carbono.
Condiciones:
Cultivos: Estdticos y Agitados
pH del medio de cultivo: 6.0 - 6.5
Temperatura: 28°C -~ 30°C
Perfodo de Incubacidn: 48 horas.

Microorganismo: Pseudomona 2

Turbidez Turbidez
Hidrocarburo Medio No. 1 Medio No. 2
Cultiveo [Cultivo | Cultivo | Cultivo
Estatico) Agitado | Estdticol Agitado
Benceno 39 212 L2 169
Ciclo-Hexano 30 c& ] 25 197
1-4, Dioxana 16 Oéf‘ 5 0 &7
Gasolina Blanca 47 24 (j;;j 1.3
n-Hexano (?Er} {/EEZR) \352 214
R )
Octano 29 7€) a7 24
Pentano 44 155 52 185
Penteno 45 220 54 186
Petrdleo 43 216 B3 7 500
Tolueno 17 & 1 | T e
m-Xileno 19 101 21 14
_p-Xilemo 44 51 45 0 &



TABLA VI
Efecto de la presencia de log diferentes Hidrocarburos como
Unica fuente de Carbono.
Condiciones:
Cultivos: Estdticos y Agitados.
pHE del medio de cultivo: 6.0 - 6.5
Temperatura: 28°C - 30°C
Periodo de Incubacidn: 48 horas.

Microorganismoc: Pseudomona 3

Turbidez Turbidesz
Hidrocarburo Medio No. 1 Medio Ng¢. 2
Cultivo 1€ultivo | Cultivo | Cul+tiv
TstadticojAgitado | Bstdticol Agitad
Benceno 40 335 52 t29£ﬁ
S 7
Ciclo~-Hexano 48 261 52 216
1—-4, Dioxaho 0 23 O 16
Gagolina Blanca 43 193 44 248
n-Hexano 49 300 62 262
Octano 28 281 (rg;\\ 68
g
Pentano @ 236 65 250
N .
Penteno 47 400 44 14
Petrdleo 45 410 50 145
\____/
Tolueno 38 20 44 26
m—-Xileno 26 9 22 13
p-Xileno 31 34 21 80




TABLA VII
Efecto de la presencia de losg diferentes Hidrocarburos como
unica fuente de Carbono.
Condiciones:
Cultivos: Estdticos y Agitados
pH del medio de cultivo: 6.0 - 6.5
Temperatura: 28°C - 309°C
Perfodo de Incubacidn: 48 horas.

Microorganismo: Pseudomona 4

Turbidesz Turbide=z

Hidrocarburo Medio No., 1 ) Medio No. 2
Cultivo | Cultivo | Cultivo Cultivo1
| Estdtico| Agitado | Estdticof Agitado |
Benceno 38 23 35 18
Ciclo-Hexeno 41 21 L 7
1-4, Dioxano O 10 0 12
Gasolina Blanca 33 12 38 14
n-Hexano (4—3\ 6 m 240
F S ("“7 N
Octano 38 LT 30 71
Pentano 36 \\Zg’ 34 /EZ%QU
Pentenc 3 6 37 \\'gj_
Petrdleo 19 1 30 23
Tolueno 3 47 36 g3
m~Xileno 24 11 16 20
p-Xileno 8 0 0 19




TAELA

Efectc de la
dnica fuente de Carbono.

Condiciones:

VITE

Caltivos: Estdticos y Agitados.

PH del medio de cultivo:

Temperatura: 28°C - 30°C

6.0 ~ 6.5

Perfodo de Incubacidn: 48 horas.

Microorganismo: Pseudomona 5

presencia de log diferentes Hidrocarburcs como

Turbidez Turbidez
Hidrocarburo Medio No. 1 Medio No. 2
Cultivo |CultivolCultive {Cultivo
Estdticol Agitado|Estdticol aAgitado
Benceno Je 32 57 20
Ciclo-Hexsno 54 278 47 340
1-4, Dioxgno 37 38 36 172
Gasolina RBlanca _j{ig;\ 3l 49 490
n-Hexano \\?if/, (EEEDS 56 fi;;?)
N SN
Octano AT 98 55 114
Pentano 5% 485 {fi;?H 365
Penteno 73 340 \\TE;f 192
Petrdieo 14 465 21 455
Tolueno 15 15 14 28
m—-Xilerno 54 20 49 35
p—-Xileno 53 33 56 40




TABLA IX
Efecto de la presencia de los diferentes Hidrocarburcs como
Unica fuente de Carbono.
Condiciones:
Cultivos: Estdticos y Agitados.
pH del medio de cultivo: 6.0 - 6.5
Temperatura: 28¢C - 30°C
Pericdo de Incubacidn: 48 horas.

Micrcorganismo: Pseudomona 6&

Turbidesz Turbidew

Hidrocarburo Medio No. 1 Medio No. 2

Cultivo [ Cultivo ] Cultivo {Cultivo

Estdticol Agitado | Estdtico] Agitado
Benceno 0 385ﬁ) 0 O

Mo oo .
Ciclo-Hexzno 0 O 23 0
1-4, Dioxano Q O 0 0
Gasolina Rlanca 0 184 0 1 395
]

n—-dexano _ 38 16 0O O
Qctano G 25 16 67
Pentano 4 68 300 29 305

~—
Penteno 2 3 45 54
Petrdleo A1 220 f/ESE\ 332

Rgz.

Tolueno Q 0 0 O
m~Xileno Q O 0 2
p—Xilens O O 0 1




TABLA X

Efecto de la presencia de los diferentes Hidrocarburos como

unica fuente de Carbono.
Condiciones:

Cultivos: Estdticos y Agitados.

pH del medio de cultivo: 6.0 - 6.5
Temperatura: 28°C - 30°C

Periodo de Incubacién: 48 horas.

Microorganismo: FPseudomona 7|

Turbidez Turbidez
Hidrocarburo Medio No. 1 Medio No. 2
Cultivo |Cultivo| Cultivo Cultivg
EstdticolAgitado] Estdtico Agitado
Benceno 0 O 85 Q
Ciclo-Hexano 16 Q C //370
1-4, Dioxano 0 0 36 350
Gasolina Blanca 3 0 4 8
n-Hexano 5 10 30 236
Octano : 19 98 20 92
Pentano 16 250 46 292
S N
Penteno 2 16 0 29
Petrdleo 42 10 56 45
Toluenoc 25 9 70 19
m-Xileno 0 2 2 2
p—Xileno 0] ;9 0 2




TAELA XTI
Efecto de la presencia de los diferentes Hidrocarburos como
Unica fuente de Carbono.
Condiciones:
Cultivos: Estdticos y Agitados.
pH del medio de cultivo: 6.0 - 6.5
Temperatura: 28°C - 30°C
Periodo de Incudbacidn: 48 horas

Microorganismo: Pseudomona 8

Turbidez Turbidesz

Hidrocarhburo Medio No. 1 Medio No. 2

Cultivo § Cultivo{ Cultivo | Cultivdg

Estdticol Agitado ! Estdticol Agitado
Benceno 2 QO 27 o)
Ciclo-Hexano 2 0 1 -0
1-4, Dioxano 5 0 1 Q___|
Gasolina Blanca 53 1 59 4
n-Hexano g O 11 5
Octano 15 95 20 45

.,a-"‘“;’“
Pentano 71 315 53 244

N—
Penteno 50 20 18 21
Potrdleo 57 2440 . 68 [ 185

3 . R

Tolueno 0 Q 0 0
m—Xileno 6] O 6 1
p-Xilenc C O g Q




TABLA

XL

Efecto de la presencia de los diferentes Hidrocarburos como

Unica fuente de Carbono.
Condiciones:

Cultivos: Estdticos y Agitad
pH del medio de cultivo:
Temperatura: 28°C ~ 30°C

Periodo de Incubacidn:

Microorganiemo: Pseudomona 9

OS.

6a0 == 6'5

48 horas.

Turbidesz Turbidesz

Hidrocarburo Medio No. 1 Medio No. 2

Cultivo |[Cultivo | Cultivo Cultiv;T

Estdaticol Agitado | Estdtico) Agitado
Benceno 0 8 0 8
Ciclo~Hexano e 6 2 5
1-4, Dioxano C 345 0 5
Gasolina Blarnca 1 5 3 5
n-Hexano 5¢ )| 455 3 ({161
De tano 30 27 17 40
Pentano 1 O 1 O
Penriteno C o 3 4
Petrdleo 0 320 A8 37
Toluena o 0 8 0
n—-Xileno 0 f 0 1
p=Xileno 9 0 2




TABLA XIII

Efecto que sobre el crecimiento tienen diferentes fuentes de
Carbono {(Dextrosa)

Medio Turbidez a diferentes
T — Cul%?vo concentraciones

No. O.5%|1.0%l1.5%4 2.0%| 3.0%} 4.0%
P.aeruginosa I 2 560 |640,]590 | 585 |540 | 550
P.aeruginosa II 2 455 1495 | 91Q5! 500 150C | 455
P.acruginosa III 1 1495 |600,]590 580 |560 |550
Pseudomona 1 2 244 | 256 | 28 282 1282 |174
Pseudomona 2 2 206 18? 170 165 2123i148x__
Pseudomona 3 1 8 ! 10a 7 7 2 7
Pseudomona 4 2 121 [120 | 128 1318 |305,1102
Pseudomona 5 2 26 26 28 29 26
Pseudomona b6 2 0 0 0 0 Q _
Pgeudomona 7 2 C {13955 O 0 0 0 |
Pseudomona 8 1 305 [ 177 [ 196 {164 35,1 3
Pseudocmena 9 % 4 G C 5 0
Condiciones: Cueces 2media 2 cm dag bise

¢ te I o M

Agitacidn: 140 r.p.nm.
PH del medio de cultivo: 6.0 — 6.5
Temperatura dé incubacidn: 28°C - 30°C

Periodo de incubacidn: 48 horas.



TABLA

X1V

Efecto gue sobre el crecimiento tienen diferentes fuentes de

Carbono (Galactosa)

Medio Turbidez a diferentes
de concentraciones.

Microorganismo | Cultivoe

No. 0.5% L.0% 1.5% 2.0% 3.0%]4.0%
P.aeruginosa I 2 435 [ 450 1425 | 390 1490 1495 5
P.aeruginosa II 2 296 | 353 | 335 | 335 [ 360 [2380 »
P.aeruginosga IIT i 310 | 415 1415 [ 405 (480 0
Pseudomona 1 2 208 | 216 | 208 | 248 | 264 280 2
Pseudomona 2 2 _5553 222 | 520w 218 1136 (111
Pseudomona 3 1 30 .84 6 3 6 6
Pseudomona 4 2 244 | 2561 2561 230 31 19
Pseudomons, 5 2 | 24 8 4 0 0
Pseudomona 5 2 Q 0 0 0 0 0
Pseudomona, T 2 o) 0 0 0 O 0
Pseudomona 8 1 1311125 94 44 1 g
Pseudomona 9 1 2 2 & , O 6
Condiciones:
Agitacidén: 140 r.p.m.
pH del medio de cultivo: 6.0 ~ 6.5

Temperatura de incubacidn: 28°C ~ 30°C

Periodo de incubacidn:

48 horas.




TABLA

XV

Efecto gue sobre el crecimiento tienen diferentes fuentes de

Carbono (Maltosa)

Medio Turbidez a diferentes
Microorgani smos Gu%iivo concentracilones. '
No. 0.5% 1.0% 1.5%{2.0% 3.0%|4.0%

P.aeruginosa I 2 385 1325 345 1390 1400 >
P.aeruginosa IT 2 260 | 290 1290 |305 | 305 |320 o
P.aeruginosa III- 1 395 1425 ] 420 604 440 1410 |
Pseudomona 1 Z 92 1 206 1 29044 TQ | 268 |260  f
Pseudomong 2 2 246 | 280 | 296 296 | 310,,1310 «»
{Paeudomona 3 1 61 144 8 7 9 6 ]
Pseudowona 4 2 202 1 278 j8@_ 266 | 250 |254 o
| Pseudomona 5 2 29 27 30 24 26
Pseudomona 6 2 1 0 0 0 0 2% |
Pseudomona 7 2 O | 200y C 0 0 0
Pceuddmona 8 1 _Li&i 131 1 142 {139 § 134 (135
Fseudomena 9 1 0 0 2 —? 0 2

"Condiciones:

Agifacién: 140 r.p.m.

pH del medio de cultivo: 6.0 ~ 6.5

Temperatura de incubaciébn: 28°C - 30°C

Periodo de incubacidn:

48 horas.




TABLA IVl

Efecto que sobre el crecimiento tienen diferenteg fuentes de
Carpono (Manitol)

| Medio Turbidez a diferentes

Wierooresni sng Cu%%ivo concentraciones

No. 0.5#A 1.0%1.5%|2.0%| 3.0% 4.0%
' P.aeruginosa I -2 620 | 690 |.Zi0| 640 1640 | 600
P.aeruginesa II 2 730 [ 19 670 1560 1530 1 510
P.geruginosg IIT 1 580 éﬁé&zﬁgggp 53C | 590 [ 590
Pecudomona 1 2 254 | 355 13601340 350
Pseudomona 2 2 236 1 230 | 226 | 216 | 202 | 198
Pseudomona 3 1 4 1 65 6 5 0 2
Pseudomena 4 2 252 1 256,01 250 | 234 | 214 | 236
Pseudomonia 5 2 160,1138 1117 [101 84 80
Pseudomona 6 2 2 1 0 3 O 0
Pseudomons 7 2 2504 1 O 2 O 0
Pseudomona 8 1 140 | 148,1145 {115 | 137 | 136
Paeudomona 9 1 -=§? 1 QO O 0 1
Condiciones:

Agitacidn: 140 r.p.m.
PH del medio de cultivo: 6.0 - 6.5
Temperatura de incubacidn: 28°C — 30°C

Periodo de incubacidn: 48 horas.




TABLA XVIT

Efecto que sobre el crecimiento tienen diferentes fuentes de
Carbono (Sacarosa)

Médio Turbides a'diferentes
Microorganismo Cul%gvo concentraciones
Ho. 0.5%|1.0%11.5%|2.0% 3.0%| 4.0%
P.aeruginosa I 2 _405 1 400 1400 J405 } 390 | 365
P.aeruginosa Il 2 222 220 1220 (222 | 230 1 232,, |
P.aeruginosa IIT 1 420 | 415 (445 (440 458 445
—>
Bseudomona 1 2 310 1 315 1300 1305 | 305 1 305
—g
Pseudomona 2 2 250 1210 218 188 | 305 ]189
4 —P
Pseudomona 3 1 5 5 ) 5 4
{Pocsudomona 4 2 145 1150 192 [232 | 274 {286 i
—p
Pseudomona & 2 118 146 [143 [141 {164 1148
—
Pseudomona 6 2 51 0 J370 1430 o) 0
Pseudomons 7 2 "‘? O 2 0 QO 1
-..————-—%
Pseudomona & i 310 § 143 | 147 {1bh4 1153 1144
i“&-“.:ﬁ N, — 2
Pseudomonsg 9 1 0 1 O 1. 1 0

Condiciones:

Agitacidn: 140 r.p.m.

pH del medio de cultivo: 6.0 - 6.5
Temperatura de incubacidn: 28°C - 300°C

Periodo de incubacidn: 48 horas.



TABLA XVIII

Efecto que sobre el crecimiento tiene combinadamente el Hidrocarburo con la mejor

fuente de Carbono.

Microorganismo |Hidrocarburc| Carbohidrato Conc. Turbidez Pigmento
| P.aeruginosa I |Petrbleo Manitol 1.5% 1,000 Morado

P.aeruginosa II1!Pentano Manitol 1.0% 680 Amerillo lechoso
P.aeruginogallIl{Ciclo~Hexano| Manitol 1.0% 520 (afé verdoso
Pseudomona 1 | Pentano Manitol 1.5% 4 & |

Pseudomona 2 Petrdleo Maltcsa 3.0% 330 Rosa Lechoso
 Pseudomona 3 Petréleo Maltosa 1.0% 490 Blanco Lechoso
Pseudomona 4 Pentano Maltosa 1.3% 20
~ Pseudomona 5 n-Hexano mmomwommim,o& 83 Poco turbio y espu-

oS0 .

Pceudomona 6 Gag.Blanca Sacarcgs 2.0% 680 Blanco lechoso
Pseudomona 7  {Ciclo-Hexano| Dextrosn 1.0% 0 &7 |

Pseudomona 8 Petrdleo Dextrose 3.0% 190 Rosa muy pdlido le~

" - chQgo. .

Pgeudomana 9 n-Hexano Galactcga 1.5% 0 & i Mw
Condiciones: QQ\\QQ .V&k\a\ Ja nwk.\qn yol o
Agitacidén 140 r.p.m. edrdn ‘a h\\m\k o 2 Lo &
pH del medio de cultivo: 6.0 - 6.5 v

Temperatura de incubacidn: 28°C - 30°C
Periodo de incubacidn: 48 horas



TABLA X1X

Efecto que sobre el crecimiento tiene combinadamente el

Hidrocarburo con diferentes fuentes de Nitrdgenc.

Turbidez a diferentes coucen

traciones de: Na NO
Microorganismo Hidrocarburo ] 3 -+

0.5%11.0%11 .5%: 2,04 3.0%:4.0%

P.aeruginogsa I Petrdlec 480 |548 {435 1510 | 350 450
P.aeruginosa II | Pentano 355 1345 1340 1415 1430 { 17
V?.aeruginosa ITT| Ciclo-Eexano 224 (232 10 [ 335 Y O
Pseudomona 1 Pentano O Q 9] 0 2 0
Pgeudomona 2 Petrdleo 312 {234 |185 1260 220 (212
Pseudomona 3 Petrdleo 440 1465 1400 | 380 | 375 [250
Pseudomone 4 Pentano O o 0 0 3 0]
Pseudomona 5 n-Hexano 4 8 9 3 4 9
Pseudomona 6 Gasolina Blanca | 700 1700 1660 | 680 | 680 {680
Pseudomona 7 Ciclo-Hexana - i 0 . C i 20 |- 3 O Q
Pseudomona 8 Petrileo 254 1242 }167 | 360 | 365 {268
Pseudomoeona 9 n-Hexano O 2 10 O O 0

Condiciones:

Agitacidn: 140 R.P.M.

pH del medio de c;ltivo: 6.0 - 6.5
Temperatura de incubacidn: 28°C ~ 30°C

Periodo de incubacidn: 48 horas



Efecto que sobre
Hidrocarburo con

TABLA

el crecimiento tiene combinadamente el

XX

diferentes fuentes de Nitrdgeno.

Turbidez a diferentes concen-—

Temperatura de incubacidn: 28°C - 30°C

Periodo de incubacidn:

48 horas.

Microorganismo Hidrocarburo| traclones de: KNO,
0.5%1.0%1.5% 2.07 3.0%4,0%
P.aeruginosa I Petrdleo 238 | 228 [ 380 | 350 | 370 {385
P.aeruginosa ITL | Pentano 282 1296 1303 1375 | 435 1430
P.aeruginosa IITl Ciclo-Hexano | 260 1305 {320 | 350 | 430 0
Pseudomona 1 Pentano 185 [174 10 8 6 7
Pseudomona 2 Petrdleo 256 ;248 1214 131 {137 155
Pseudomona 3 Petrdleo 420 1380 1325 | 335 {210 1124
Pseudomona 4 Pentano 2 1 1 1 2 1
Pgeudomona 5 n—-Hexano 350 | 355 26 15 0 22
Pseudomona 6 Gasolina Bea.] 480 | 400 [ 380 | 390 | 350 {300
Pseudomona 7 Ciclo-Hexano | O 2 10 10 1 0
Pseudomona 8 Petrdleo 29¢€ 1310 | 335 | 266 {194 69
{Pgeudomona 9 n-Eexano Z 190 20 2 O g
Condiciones:
Agitacidn: 140 r.p.m.
pH del medio de cultivo: 6.0 - 6.5




TABLA XTI

BEfecto que sobre el crecimiento tiene combinadamente el

Hidrocarburo con diferentes fuentes de Nitrdgeno.

Turbidez a diferentes concentra
Microorganismo |Hidrocarburo ciones de: NH4NO3

0.5%1.0%1.5%]2.0%|3.04 4.0%
P.aeruginosa I Petrdleo 650 1510 1510 |540 1385 | 335
P.acruginosa II {Pentano 335 1345 [400 [370 11 0
P.aerdiginoga IIT Ciclo-Hexanol 226 290 {335 {266 0 0
Pseudomona 1 Pentano G 2 0 O 1 0
Pseudomona 2 Petrbleo 234 1220 [202 [224 |220 | 240
Pseudomona 3 Petrdleo 296 1315 ;222 Y270 1280 1260
Pseudomona 4 Pentano O O C 0 1 0
Poeudomona 5 n--Hexano 5 Q 3 0 31 O
| Pseudomona 6 Gasolina Bea.i 400 1500 [450 {480 {490 | 480
Pgeudomona 7 Ciclo-Hexano 0 2 O O 1 1
Pseudomona & Petrdleo 360 §330 1330 1190 1286 | 246
Pseudomona 9 n—-Hexano C 4 3 0O 0 0

Condiciones:

Agitacidn: 140 r.p.m.

pH del medio de cultivo: 6.0 - 6.5
Temperatura de incubacidn: 28°C - 30°C

Periodo de incubacidn: 48 horas.



Efecto que sobre
Hidrocarburo con

TABLA XXLL

el crecimiento tiene combinadamente el

diferentes fuentes de Nitrdgeno.

Periodo de incubacidn: 48 horas.

Turbidez a diferentes concend
_ ) _ traciones de: NH4_§&Z
Microorganismo Hidrocarburo
0.5% 1.0%1.5%| 2.0% 3.0%4.0%
P.aeruginosa I Petrdleo 415 1420 [ 410 {405 | 365 | 475
P.aeruginosa TT | Pentano 385 1395 1400 1415 | 286 0
P.aeruginosa I1I! Ciclo-Hexano 380 | 390 {410 {390 O 0
Pgeudomona 1 Pentano 5 0 0 1 8] 4
Pseudomona 2 Petrdileo 224 1206 {220 {111 {185 [185
Pseudomona 3 Petrdleo 330 1490 {230 315 | 248 192
Pgseudomonsa 4 Pentano 31. 0 0 5 3 1
Pseudomonsa 5 n-Hexano g€ | 290 38 1194 23 | 37
Psendomonsa 6 Gasolina Bca 700 {420 [ 660 |680 {690 |680
Pgeudomona 7 Ciclo-Hexano 20 30 40 20 10 10
Pseudomona 8 Petrdleo 0 [ 218 | 218 {240 {110 | 80
| Pseudomona 9 n—-Hexano 4 v 2 4 O 0 O
Condiciones:
Agitacidn: 140 r.p.m.
pH del medio de cultivo: 6.0 - 6.5
Temperatura de incubacidn: 28°C -~ 30°C



TABLA XXIIT

Efecto gue sobre el crecinmiento tiene combinadamente el
Hidrocarburo con diferentes fuentes de Nitrdgeno.

Turbidew a diferentes concentrad
. _ _ ciones de: (NH4)2 50,
Microorganismo Hidrocarburo
0.5%!1.0%0 .59 2.0%1 3.0%| £.0%
P.aeruginosa I |Petrdleo 450 |395 | 440 | 345 {350 1355
P.aeruginosa IT | Pentano 305 ] 345 | 365 ¢ 380 }375 | 375
P.aeruginosa IITjCiclo-Hexanc | 330 | 375 | 405 | 365 1420 |174
Pseudomona 1 Pentano 190 1214 | 136 4 0 1
Pseudomonsa,_ 2 Petrdleo 185 76 90 1117 70 79
Pseuvdomona 3 Petrdleo 500 [415 | 558 | 234 ] 390 16
seudomona,_ 4 Pentano O c 0 0 Q 0
Pseudomona 5 n-Hexano 25 18 7 24 35 34
Pscudomona 6 Gasolina Bea.l ©01! o} 20} 15} 10) 5 |
Pasudomona 7 Ciclo-Hexano 10 15 20 10 10 10
Poeudomona 8 Petrdleo 465 1135 { 284 | 228 8 5
Pseudomona 9 n-Hexano 5 20 15 10 0 1
Condiclones:

Agitacibén: 140 r.p.m.
pH del medio de cultivo: 6.0 — 6.5
Temperatura de incubacidn: 289°C ~ 300°C

Periodo de incubacidn: 48 horas.



Efecto que sobre
Hidrocarburo con

TABLA XXTIV

el crecimiento tiene combinadanmente el

d¢iferentes fuentes de Nitrdgeno.

Turbidez a diferentes concen—
Microorganismo Hidrocarburo traciones de: Urea

0.5%|1.0%]1.5%{2.0%13.0% 4.0%
P.aeruginosa I Petrdleo 475 1460 1410 1335 {130 {81
P.aevuginosa IT | Pentano 435 1440 {410 1360 70 0
P.aervginosa ITT{Ciclo-Hexano 380 1345 {305 §117 5 0
Pgeudomona 1 Pentano 29 28 2T 18 3 O
Pseudomona, 2 Petrdleo 238 {138 160 64 60 { 54
Pseudomona 3 Petrdleo 135 1244 | 305 171 {345 103
Paeudomona 4 Pentano 0 8 3 3 3 0
Pseuvdomona 5 n-Hexano 24 13 18 14 24 116
Pgeudomona 6 Gasgolina Blanca o) 0 8 10 0 0
Pseudomona 7 Ciclo-Hexano 5 20 10 8 0 Q
Pseudomona 8 Petroleog 115 {105 87 1113 loga |67
Pseudomona 9 n—-Hexano 9 0 8 10 [ 0 Q
Condiciones:
Agitacidn: 140 r.p.m.
pH del medio de cultivo: 6.0 ~ 6.5

Temperatura de incubacidbn: 28°C - 30°C

Periodo de incubacidén: 48 horas.



GRAFICA N° 1

Efecto de las diferentes fuentes de carbin

Microorganismo; Pseudomona aeruginosa 1

Condiciones @ dextrosa gurretererrnm
Temperatura 28°C - 30°C galactosa o —o —~
IR LT Cultivo sumergido 140 rgm maltosa ... .. . ...
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GRAFIUOCA N& 2
Efecto de las diferentes fuentas de carbdn

Microorganismo: Pscudomona asrgoginosa IT

Condicionss ¢

Temperaturs : 28°%C -~ 30°C

dextrossg smacamvima
galactosa—a — o —
maltosa .. ... ...

Joo Cultivo sumergido 140 rpm
] Tiempo de .. incubacidn 24 - 48 horaes manitol . — . .
N —_— SACArUSE — . w. o -
- \
-~ / ’
r ud N
Foa ~
i N
A
\
A
__5-- -
“,
~ .
B -
S
‘\ S
N e~
hr_.fco oLy BV artannry — R s "'s&.-l
a ook
Ny,
¢
L {
R
qrv“
—
o o
P . —©
’0 0'--0.__9__°__“P_°.-°
e @ - A e~
»a" ..r'o P R B a7
L
- i — bl U — - - hans -
--za.
fea
4 — + f y =
s.5 1.0 ‘L5 4.0 a.e vo Vo

CovcEamTRrRA C tok)



GRAFICA Ne 3
Efecto de las diferentes fuentes de carbdn.
Microorganismo ! Pscudomona aeruginosa IIT
Condiciones & dexiosa _mmearanunms
or o 0
Tempu_eratura 28°C aneg galactosg —— o o ——
geo Cultivo sumergido 140 rpm maltosa .- .« .« «--
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GRAFICA N° 4
Efacto de las diferentes fuentes de carbédn.

Microorganismoe : Pseudomonz 1

Condiciones 3 HEXEIDSa sumiiemarnnmne
Temperatuya 20°C - 30°C galactosa ____ 4o
Cultiwvo sumergide 140 rpm maltosa . _ . | .

Jfeo Tiempo de incubacidn 24 = 48 horas manitol — . . ...
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GRAFICA N 5
Efectos de las diferentes fuentes de carbin,
Microorganismo ; Pseudomana 2
Condiciones : dextrosa eawsuitnisnes
Temperatura 28°C - 30°C galactosd_— o ~— o -—
Cultiveo sumergide 140 rpm maltaosa . .. « s+ v
149 Tiempo de incubacidn 24 - 48 horas manitol .+ —— .« —— -
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GRAFICA N° £
Efecto de las diferentes fuentes del carbdn.
Microorganismo @ Pscudomona 3

Condicines @

Temperatura 28°C = 30°C

Cultivo sumergido 140 r.p.m.
Tiempo de incubacidn 24 - 48 hotas
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GRAFICA N° 7
Efectos de las diferentss fuentes de carbdn.

Microorgenismo @ Pseudomona 4

Condiciones : .

Temperatura * 28°C = 30°C

Cultivo sumergido 140 r.p.m.
Tiempo de incubacidn 24 - 48 horas
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maltosa
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GRAFICA N° 8
Efecto de las diferentes fuentes de carbdn.

Microorganismo & Pseudomona S
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Lao

Condiciones : dextrosa iswamwemanw
Temperatura 28°C = 30°C galactosa___ - — & —
200 Cultivo sumergido 140 r.p.m. maltosa ... . .- - -
Tiempo de incubacidén 24 - 48 horas manitol .. —. —.
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BRAFICA N 9
Efecto de las diferentes fuentes de carbdn.
Microorganismo : Pseudomona 86

Condiciones :

Temperatura : 28°C - 30°C
Lgoo Cultivo sumergido 140 r.p.m.
Tiempo de incubacidn 24 — 48 horas
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GRAFICA N° 10
Efecto de las diferentes fuentes de carbfdn.
Microorganismo : Pseudomona 7

Condiciones :
Temperatura : 28°C - 30°C
Cultivo sumergide 140 r.p.ms:

Tiempo de incubacidn_24 - 48 horas

-0 Fo a.o
Coll ENTRAAC IO

dextDsa —rentemmeace
galactosa _ _ .. ., —
maltosa . ...

manitol ___

sacarasa .. .-

s r—




o0

T
-]

]/ R 2 IDE Z
§ ()
3 .
& I

;;nu

;ao

Lge0

GRAFICA N° 1%
Efecto de las diferentes fuentes de carbén.
Microorganiemo : Pseudomona 8

Condiciones 3

Temperatura t 28°C = 30°C

Cultivo sumergido 140 r.p.m.

Tiempo de incubacidn 24 - 48 horas
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Efecto de las diferentes fuentes de carbén.

Microorganismo

Condiciones :
Temperatura @

GRAFICA N° 12

¢ Pssudomona 9

28°C - 30°C

Cultivo sumergido 140 r.p.m.
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bacifn 24 = 48 horas
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GRAFICA N° 13
Efects de las diferentes fuentes de

Microorpenisso ¢ Pseudomona meruginosa I

Condiciones @

Temperatura : 28°C - 30°C
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BRAFICA N° 14
Efecto de las diferentes fuentes de ndtrdgéno

Microoganismo & Pseudomona aeruginosa IT

Condiclones @
5 » O - o

Lgee Temperatura @ 28°C - 30°C

Cultivo sumergido 140 r.p.m.

Tiempo de incubacidn 3 24 = 48 horas
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GRAFICA N° 15
Efecto de las diferentes fuentes de nitrdgeno
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Efecto de las diferentes fuentes de nitrdgeno

GRAFICA N° 16

Microorganismo : Pseudomona 1

Condiciones @

Temperatura : 28°C = 30°C
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GRAFICA N° 17
Efccto de las diferentes fuentes de nitrdgeno
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GRAFIGCA N° 18
Efecto de las diferentes fuentes de ritrogeno
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GRAFICA N° 19
Efecto de las diferentss fuentes de nitrdgeno
Microorganismo; Pseudomona 4
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GRAFICA N° 20
Efecto de las diferentes fusntes de nitrdgeno
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GRAFILCA N° 21
Efecto de las diferentes fuentes de nitrdgeno

Micreorganismo : Pscudomeona 6
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GRAFICA

Efecto de las diferentes fuentes de nitrdgeno.

Microorganismo Pseudomona 7
Condiciones 3

Temperatura : 28°C = 30°C
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GRAFICA N° 23
Efecto de las diferentss fuentes de nitrdgenc

Microorganismo @ Pseudomona 8
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GRAFICA N° 24
Efccto de las diferentes fuentes de nitrdgeno
Microorganismo : Pseudomona 9
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