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AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE BACTERIAS TOLERANTES A PETROLEO

RODRIGUEZ LUNA, W' ; TOVAR-OVIEDO, J.%; MOCTEZUMA-ZARATE, M.G." y ACOSTA-
RODRIGUEZ, |.!

"Lab. de Micologia Experimental

Lab. de Microbiologia. CIEP. Facultad de Ciencias Quimicas. Universidad Auténoma de San Luis Potosi. iacos-
ta@uasip.mx.

INTRODUCCION

El petréleo es una importante fuente de contaminacion del suelo y agua, lo que origina que se des-
arrolle tolerancia a la presencia de este compuesto, induciendo la selectividad y la disminucién de
la diversidad microbiana en los diferentes nichos ecoldgicos contaminados. Los microorganismos
tolerantes a petroleo, desarrollan y utilizan diferentes respuestas especializadas (enzimaticas y
fisiologicas) para crecer en presencia de este contaminante (Atlas y cols., 1991). Estas condicio-
nes propician las variaciones poblacionales de los microorganismos autoctonos, y de manera natu-
ral realizan la degradacion quimica del petroleo presente en aguas y suelos.

El petréleo crudo contiene cientos de compuestos individuales, pero presenta cuatro formas es-
tructurales en funcion de la solubilidad en solventes organicos: compuestos saturados (alcanos y
cicloparafinas), aromaticos (mono, di y polinucleo aromaticos), resinas (agregados con una gran
cantidad de estructuras como: piridinas, quinolinas, carbazoles, tiofenos, sulféxidos y aminas) y
asfaltenos (agregados de poliaromaticos, acidos nafténicos, fenoles, acidos grasos y metaloporfiri-
nas) (Leahy y Colwell, 1990).

Se ha demostrado que el crecimiento de los microorganismos requiere de fuentes de carbono deri-
vadas de los hidrocarburos del petréleo. Los compuestos saturados y los aromaticos con uno a
cinco anillos bencénicos son utilizados como fuentes energéticas; sin embargo, los aromaticos con
mas de cinco anillos, resinas y asfaltenos son dificiles de degradar por su recalcitrancia (Sugiera y
cols., 1997).

La seleccién de microorganismos a través de pruebas sucesivas de crecimiento poblacional en
cultivos puros ricos en petroleo, es una estrategia eficiente para evaluar la adaptacion y sobrevi-
vencia de cepas tolerantes a altas concentraciones de petrdleo. Los resultados de las pruebas en
laboratorio confirman la seleccion de las cepas mas tolerantes y adaptadas. El éxito en las siguien-
tes etapas, tanto en invernadero como en suelos y aguas contaminadas, depende de la calidad de
la seleccion y de las condiciones ambientales. (Rivera Cruz y cols., 2002). Es muy importante la
evaluacion sucesiva de los microorganismos que utilizan hidrocarburos derivados del petroleo co-
mo fuente de energia, para demostrar la eficiencia de las tecnologias de biorremediacion en suelos
Yy aguas expuestos a concentraciones toxicas de petroleo (Martin Moreno y cols., 2004).

OBJETIVO

Aislamiento e identificacion de colonias de bacterias tolerantes a petroleo crudo a partir de algunos
rios de la Huasteca Potosina.

METODOLOGIA

Muestras de agua

Se tomaron en recipientes de plastico previamente lavados con &cido sulfirico al 10% vy esteriliza-
dos por calor himedo, muestras de agua (500 mL), de algunos rios de la Huasteca Potosina: Coy,
Amajac, Tamazunchale, Valles, Tamuin, Bancote, La galera y Santa Rosa. Se guardaron en hiele-
ra, y se trasladaron al laboratorio y se conservaron en refrigeracion hasta su uso.

Aislamiento e identificacion de las colonias de bacterias.

De las muestras obtenidas, se sembro por duplicado 1 mL en los siguientes medios selectivos:
Klieger, SIM y OF con y sin aceite para pseudomonas, Agar Biggy y tubo germinal para levaduras,
ademas de toda la bateria de pruebas bioquimicas para la identificacion de Enterobacterias.

Tolerancia a Petroleo

Se sembraron 1 x 106 bacterias/mL en matraces Erlenmeyer de 250 mL conteniendo 100 mL de
medio basal para biodegradadores de petroleo con extracto de levadura al 0.4% y diferentes volu-
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menes de petréleo crudo, incubando a 280C a 100 rpm durante 3 dias para las bacterias y 7 dias
para las levaduras. Posteriormente, se cosecho el liquido en un tubo graduado previamente pesa-
do y se centrifugo a 3 000rpm/10 min, se desecho el sobrenadante y el paquete celular se seco a
800C, durante 4 h, y se peso el tubo, determinando por diferencia el peso seco de la muestra, y se
comparo el crecimiento con un control crecido en las mismas condiciones sin la adicién de petréleo
crudo. Todos los experimentos se realizaron minimo 2 veces por duplicado.

RESULTADOS

A partir de las diferentes muestras analizadas, se aislaron e identificaron 15 colonias de bacterias y
una levadura (Tabla No. 1), siendo la mas frecuente Pseudomonas aeruginosa (50.0%), seguida
de Escherichia coli (31.25%) y Enterobacter aerogenes, Proteus mirabilis y Candida sp (6.25%)

(Tabla No. 2).
Tabla No. 1.-Colonias de bacterias identificadas en las muestras analizadas.
Fuente Colonia Total
(Rio) Identificada
Amajac-1 Pseudomonas aeruginosa 1
Amajac-2 Pseudomonas aeruginosa 2
Enterobacter aerogenes
Bancote-1 Candida sp* 3
Escherichia coli
Proteus mirabilis
Bancote-2 Escherichia coli 1
Valles, Planta tratadora-1 Pseudomonas aeruginosa 1
Valles, Planta tratadora-2 Pseudomonas aeruginosa 1
Valles, Calera-2 Pseudomonas aeruginosa 1
Coy, Planta tratadora Pseudomonas aeruginosa 1
Amajac/Moctezuma-1 Pseudomonas aeruginosa Es- 2
cherichia coli
Amajac/Moctezuma-2 Escherichia coli 1
Santa Rosa-1 Escherichia coli 1
Santa Rosa-2 Pseudomonas aeruginosa 1
* Levadura
Tabla No. 2.- Frecuencia de microorganismos encontrados
Microorganismo Numero Porcentaje
Pseudomona aeruginosa 8 50.0
Escherichia coli 5 31.25
Enterobacter aerogenes 1 6.25
Proteus mirabilis 1 6.25
Candida sp 1 6.25

Postericrmente, se incubaron en presencia de petréleo crudo las bacterias P. aeruginosa (3 dias) y
la levadura Candida sp (7 dias), y se les determiné el crecimiento por peso seco, encontrando que
todas las bacterias crecen mejor en presencia de petréleo crudo, presentando mayor crecimiento la
P. aeruginosa aislada del Rio Coy, y la de menor crecimiento la del Rio Valles (Calera) con un
crecimiento de 4.5 (139 mg de peso seco) y 1.0 veces (34 mg de peso seco) respectivamente, con
1 mL de petréleo crudo adicionado al medio de cultivo (Tabla No. 3), mientras que la levadura tam-
bién crece mejor cuando se adicionan al medio de cultivo diferentes concentraciones (200-1000 pl)
diferentes concentraciones de petroleo crudo, con un rango de crecimiento promedio de 1.3 veces
y entre 39 y 42.5 mg de peso seco, con respecto al control (Tabla No. 4.)

Tabla No. 3.- Crecimiento en peso seco de P. aeruginosa en el medio de cultivo adicionado de 1
mL de petréleo crudo.
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P. Aeruginosa Peso seco Crecimiento
(miligramos) (veces)
Control 31 1.0
1 57 1.9
2 89 2.87
3 59 1.9
4 99 3.2
5 34 1.1
6 139 4.5
7 111 3.6
8 80 2.6

* 1 x 106 bacterias/mL, 3 dias de incubacion a 280C, con agitacion constante (100 rpm).

Tabla No. 4.- Crecimiento en peso seco de Candida sp en el medio de cultivo adicionado de dife-

rentes volumenes de petroleo crudo.

Petroleo crudo Peso seco Crecimiento
(u) (miligramos) (veces)

0 29.5 1.0

200 39.0 1.32
400 39.5 1.34
600 39 1.32
800 425 1.44
1000 40.5 1.37

*1 x 106 levaduras/mL, 7 dias de incubacion a 280C, con agitacion constante (100 rpm).

DISCUSION

Se ha encontrado que el 96% de bacterias aisladas de medios liquidos (lagos, rios, y lagunas)
presentan capacidad de crecen y emulsificar hidrocarburos derivados del petroleo (Leahy y Col-
well, 1990), y los resultados obtenidos en este trabajo, demuestran que todas las colonias de P.
aeruginosa y la Candida sp, obtenidas crecen eficientemente en el medio liquido adicionado con 1
mL de petréleo crudo, ademas d e emulsificar el medio de cultivo, y los resultados son similares a
los obtenidos por Rosenberb y cols., (1992) con cepas Gram negativas puras. La sobrevivencia de
las bacterias y la levadura en estas condiciones, sugiere que podrian tener la capacidad de utilizar
hidrocarburos alifaticos y aromaticos como fuentes de carbono y/o donadores de electrones (Madi-

gany cols., (1998), por lo que la siguiente etapa del trabajo es la determinacién de alcohol oxidasa
en las muestras analizadas.
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