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Re su men. Se eva luó el cre ci mien to de Pseu do mo nas al ca li ge nes
LDA19 en pre sen cia de naf ta le no y an tra ce no, por mi cros co pía de epi -
fluo res cen cia y re cuen to en pla cas. Con la téc ni ca de re cuen to en pla -
cas, el nú me ro de con teos bac te ria nos/tiem po fue ma yor que el ob te ni -
do con la mi cros co pía de epi fluo res cen cia. Las ve lo ci da des de cre ci -
mien to, en pre sen cia de naf ta le no, fue ron ma yo res a las ob te ni das para 
el an tra ce no; mien tras que los tiem pos de du pli ca ción fue ron me no res. 
Esto su gie re que el naf ta le no se uti li zó más rá pi do y efi cien te men te
que el an tra ce no; lo que po dría es tar re la cio na do con la es truc tu ra quí -
mi ca de los hi dro car bu ros y con res tric cio nes en zi má ti cas bac te ria nas. 
El cre ci mien to en la mez cla de hi dro car bu ros evi den ció la for ma ción
de dos fa ses lo ga rít mi cas, sien do las ve lo ci da des de cre ci mien to y los
tiem pos de du pli ca ción si mi la res con am bas téc ni cas. La bio ma sa bac -
te ria na in cre men tó sus tan cial men te en pre sen cia de los hi dro car bu ros
y su mez cla, lo cual in di ca que son uti li za dos por la bac te ria como úni -
ca fuen te de car bo no. La téc ni ca de epi fluo res cen cia es ina de cua da
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para eva luar el cre ci mien to bac te ria no en hi dro car bu ros al ta men te in -
so lu bles en agua y fluo res cen tes, ya que la lon gi tud de onda irra dia da
se so la pa con la emi ti da por el fluo ro cro mo que tiñe la bac te ria. Estas
li mi ta cio nes per mi ten re co men dar el recuento en placas.

Pa la bras cla ve: Cre ci mien to, epi fluo res cen cia, Pseu do mo nas al ca -
li ge nes, re cuen to en pla cas.

GROWTH OF Pseudomonas alcaligenes
IN ANTHRACENE AND NAPHTHALENE

BY PLATE COUNTS AND EPIFLUORESCENT
MICROSCOPY

Ab stract. We eval u ated growth of Pseu do mo nas alcaligenes LDA19
in the pres ence of naph tha lene and anthracene, us ing epifluorescent
mi cros copy and plate count tech niques. With plate counts, bac te rial
counts/time was higher than with epifluorescent mi cros copy. Growth
rates in naph tha lene were higher than in anthracene, whereas du pli ca -
tion times were lower, sug gest ing that naph tha lene was used more
quickly and ef fi ciently than anthracene. This re sult may be re lated to
the chem i cal struc ture of the hy dro car bons and en zy matic re stric tions
of the bac te ria. Bac te rial growth in the hy dro car bon mix tures ex hib -
ited two log a rith mi cal phases. In ad di tion, growth rates and du pli ca -
tion times were sim i lar for both tech niques. Bac te rial bio mass in -
creased sub stan tially in pres ence of hy dro car bons and their mix tures,
sug gest ing that bac te ria use these mix tures as the only car bon source.
Epifluorescent mi cros copy is in ad e quate in eval u at ing bac te rial
growth in hy dro car bons that are highly in sol u ble in wa ter and flu o res -
cent, be cause the ir ra di at ing wave length over laps with the wave length 
pro duced by the fluorocrome used to stain the bac te ria. Thus, we rec -
om mended the plate count tech nique.

Key  words: Growth, epi fluo res cent mi cros copy, pla te counts, Pseu -
do mo nas al ca li ge nes.

INTRODUCCIÓN

Las bac te rias son ca pa ces de oxi dar todo tipo de hi dro car bu ros
en for ma lí qui da, ga seo sa o só li da de se ries ali fá ti cas, ole fí ni cas, aro -
má ti cas y naf té ni cas; esta ha bi li dad fa ci li ta que el com pues to sea
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dis per sa do y re mo vi do del am bien te (Atlas 1978). Por lo tan to, la ca -
pa ci dad de las bac te rias para uti li zar una va rie dad de com pues tos or -
gá ni cos su gie re que la mi cro flo ra au tóc to na tie ne el po ten cial de de -
gra dar in situ los agen tes con ta mi nan tes (Atlas y Bart ha 2002).

Las bac te rias re quie ren de una se rie de con di cio nes fi si co quí -
mi cas y nu tri cio na les óp ti mas (ni tró ge no, fós fo ro, azu fre, vi ta mi nas
y otros com pues tos), para me ta bo li zar y uti li zar los hi dro car bu ros
como úni ca fuen te de car bo no y ener gía (Atlas y Bart ha 2002). Mu -
chas ce pas bac te ria nas son sen si bles a la aci dez y con fre cuen cia cre -
cen muy poco cuan do el pH es me nor de 5,0. La des com po si ción de
los hi dro car bu ros pue de ocu rrir des de 0°C has ta 55°C, aun que la
oxi da ción es sen si ble a ele va das tem pe ra tu ras; ade más de re que rir
con cen tra cio nes de oxí ge no ade cua das y la par ti ci pa ción de en zi mas
como las mono o dio xi ge na sas bac te ria nas (Atlas y Bart ha 2002,
Ma di gan et al. 2004).

Se ha de ter mi na do que la dis po ni bi li dad de otros sus tra tos car -
bo na dos afec ta el ca ta bo lis mo de los hi dro car bu ros, sien do co mún
una dis mi nu ción de la ve lo ci dad de cre ci mien to mi cro bia no en pre -
sen cia de un sus tra to fá cil men te de gra da ble (Atlas y Bart ha 2002).

La de gra da ción com ple ta de los con ta mi nan tes del pe tró leo, en
los eco sis te mas, ge ne ral men te se lle va a cabo por po bla cio nes mi -
cro bia nas mix tas, más que por una sola es pe cie. En la ma yo ría de los
eco sis te mas na tu ra les el inócu lo ini cial de mi croor ga nis mos que uti -
li zan los hi dro car bu ros li mi ta la tasa de de gra da ción del mis mo, pero 
pos te rior a un cor to pe río do de ex po si ción au men ta di cha tasa por -
que las bac te rias co mien zan a uti li zar su ma qui na ria bio quí mi ca que
les per mi te me ta bo li zar los (Atlas 1978).

Exis te una gran can ti dad de in for ma ción so bre el me ta bo lis mo 
mi cro bia no del an tra ce no y naf ta le no, los cua les es tán am plia men -
te dis tri bui dos en to dos los sis te mas te rres tres y acuá ti cos (Van
Ham me et al. 2003). Estos com pues tos se han uti li za do como sus -
tra tos mo de los en es tu dios so bre la de gra da ción de hi dro car bu ros
aro má ti cos, ya que sus es truc tu ras cons ti tu yen po lia ro má ti cos

com ple jos y car ci no gé ni cos ta les como: el ben zo [a] pi re no, el ben -
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zo [a] an tra ce no y el 3-me til clo roan tre no (Cer ni glia 1984, Van
Ham me et al. 2003).

El cre ci mien to bac te ria no, en pre sen cia de hi dro car bu ros, se ha
cuan ti fi ca do por di ver sas téc ni cas como: el re cuen to de cé lu las via -
bles, la es pec tro fo to me tría y la epi fluo res cen cia. Esta úl ti ma ha per -
mi ti do sim pli fi car la es ti ma ción del nú me ro de cé lu las y la bio ma sa
bac te ria na al rea li zar con ta jes di rec tos en un vo lu men de ter mi na do
de mues tra; sin em bar go, su des ven ta ja es tri ba en que se cuen tan las
cé lu las via bles y no via bles, y se re quie ren de equi pos cos to sos y
per so nal es pe cia li za do (Por ter y Freig 1980, Bit ton et al. 1993, Kep -
ner y Pratt 1994, Soto 2001, Bra cho et al. 2004).

Por otra par te, el mé to do de re cuen to de via bles es el mé to do
más sen si ble para la de ter mi na ción del nú me ro de bac te rias, ya que
per mi te de tec tar, in clu so, a una cé lu la via ble en sus pen sión. Sus des -
ven ta jas ra di can en que se debe te ner un nú me ro de co lo nias que sea
es ta dís ti ca men te re pre sen ta ti vo, se co rre el ries go de con ta mi na ción
por otros mi croor ga nis mos, y es una téc ni ca la bo rio sa que re quie re
mu cho ma te rial de la bo ra to rio y rin de re sul ta dos a lar go pla zo (Sta -
nier et al. 1986, Ma di gan et al. 2004). El pro pó si to de este tra ba jo es
eva luar el cre ci mien to de una cepa de Pseu do mo nas al ca li ge nes
LDA19, a tra vés de la mi cros co pía de epi fluo res cen cia y de re cuen to 
de via bles en pla cas.

MATERIALES Y MÉTODOS

CEPA BAC TE RIA NA

Se em pleó la cepa de Pseu do mo nas al ca li ge nes LDA19, la cual 
fue ais la da por Díaz et al. (1999), a par tir del se di men to im pac ta do
con hi dro car bu ros de la pla ya Cai ma re Chi co, mu ni ci pio Páez, es ta -
do Zu lia.

INÓCU LO BAC TE RIA NO

 Se to ma ron 500 µL del cul ti vo bac te ria no de sa rro lla do en un
cal do nu tri ti vo du ran te 18 a 24 h has ta al can zar la tur bi dez del tubo
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N° 2,0 de Mac Far land, y se sem bró en una fio la de 1000 mL con te -
nien do 500 mL de cal do nu tri ti vo es té ril. El cul ti vo se in cu bó a 30°C
en un baño con agi ta ción con ti nua a 150 rpm. El cul ti vo se mo ni to reó 
cada 30 min por 24 h em plean do la téc ni ca de es pec tro fo to me tría
(Spec tro nic 20) a una DO de 540 nm.

BIO MA SA BAC TE RIA NA

Se fil tró un vo lu men de 250 mL del cul ti vo bac te ria no de sa rro -

lla do en fase lo ga rít mi ca a tra vés de un fil tro mi lli po re de 0,22 µm
para re cu pe rar el pa que te ce lu lar. El so bre na dan te se con ser vó para
su uso pos te rior y el pa que te ce lu lar se lavó tres ve ces con so lu ción
sa li na fi sio ló gi ca (0,85%), se secó en una es tu fa a 80°C has ta peso
cons tan te para de ter mi nar el peso fi nal (P2). El peso seco del pa que te 

ce lu lar µg/mL, se es ti mó por di fe ren cia de peso y se re la cio nó con el

vo lu men del cul ti vo cen tri fu ga do: P2 – P1/ V (mL) = µg/mL, lo que
per mi tió cuan ti fi car la bio ma sa con te ni da en el inócu lo has ta la fase
lo ga rít mi ca, para pos te rior men te eva luar la ci né ti ca de cre ci mien to
en pre sen cia de an tra ce no y naftaleno.

CUR VAS DE CRE CI MIEN TO BAC TE RIA NO

El pa que te ce lu lar de sa rro lla do en el cal do nu tri ti vo has ta fase
lo ga rít mi ca de cre ci mien to bac te ria no, se lavó tres ve ces con so lu -
ción sa li na al 0,85%, y se cen tri fu gó a 10.000 rpm en cada la va do,
con ob je to de eli mi nar cual quier fuen te de car bo no or gá ni co con ta -
mi nan te.

El ex pe ri men to se rea li zó en fio las con ca pa ci dad no mi nal de
1.000 mL, las cua les con te nían 500 mL de Me dio Mí ni mo Mi ne ral
(MMM) con hi dro car bu ro al 0,1% p/v se gún lo pro pues to por Job son
et al. (1972), y un inócu lo ini cial de 3 mL de la cepa bac te ria na en fase
lo ga rít mi ca. Antes de adi cio nar los hi dro car bu ros al MMM, és tos se
tri tu ra ron en un mor te ro para ob te ner un par ti cu la do fino ac ce si ble
para las bac te rias (Vol ke ring et al. 1992). Las me di cio nes se rea li za -
ron por tri pli ca do du ran te 16 días cada 48 h, a 30°C ± 1°C, pH ini cial
del me dio de cul ti vo de 7,0 y agi ta ción cons tan te de 150 rpm. Los re -
sul ta dos de las me di cio nes se ex pre sa ron como va lo res pro me dio.
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Se uti li zó la téc ni ca de re cuen to en pla cas, para es ti mar el nú -
me ro de UFC/mL, to man do 1 mL de cada fio la para rea li zar di lu -
cio nes se ria das en so lu ción sa li na al 0,85% has ta 10-8 y sem bran do

100 µL de cada di lu ción en pla cas de agar nu tri ti vo, las cua les se in -
cu ba ron por 24 h a 30ºC; des pués de lo cual se cuan ti fi ca ron las co -
lo nias bac te ria nas en las pla cas que con te nían en tre 30 y 300 co lo -
nias.

En la téc ni ca de epi fluo res cen cia se tomó un vo lu men en tre 4 y
5 mL de cada fio la du ran te cada me di ción, se pasó por un ta miz de

0,45 µm para se pa rar las par tí cu las más gran des, y se pro ce dió a fi jar
con for mol al 40% has ta ob te ner un vo lu men fi nal del 2% de for mol.
Lue go se ti ñe ron las cé lu las con 4 a 5 go tas de DAPI (4´,6- dia mi -
no-2-fe ni lin dol) du ran te 10 min, se fil tró la mues tra al va cío en fil -

tros de po li car bo na to ne gro de 0,22 µm y pos te rior men te se rea li za -
ron los con ta jes bac te ria nos di rec ta men te al mi cros co pio de fluo res -
cen cia. Las bac te rias se ob ser va ron de co lor blan co so bre un fon do
ne gro, ya que el DAPI se in cor po ra al ma te rial ge né ti co de la cé lu la,
emi tien do fluo res cen cia al ex ci tar se en pre sen cia de luz ul tra vio le ta
(365 nm) (Por ter y Freig 1980).

Se em plea ron, como con tro les, fio las con MMM + an tra ce no;
MMM + naf ta le no y MMM + an tra ce no + naf ta le no al 0,1% sin
inócu lo bac te ria no, y MMM con inócu lo bac te ria no sin hi dro car bu -
ros. Adi cio nal men te, du ran te cada me di ción se rea li zó un fro tis y tin -
ción de Gram para ve ri fi car la pu re za del cul ti vo.

PA RÁ ME TROS DE CRE CI MIEN TO

Se cal cu la ron los si guien tes pa rá me tros de cre ci mien to mi cro -

bia no: ve lo ci dad de cre ci mien to mi cro bia no (µ), tiem po de du pli ca -
ción (td) y bio ma sa bac te ria na fi nal (xf), la cual se rea li zó al tér mi no
de la fase lo ga rít mi ca a una ve lo ci dad de cre ci mien to cons tan te (Sta -
nier et al. 1986), con los da tos ob te ni dos por la téc ni ca de epi fluo res -
cen cia.
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN

La bio ma sa ini cial de la cepa de Pseu do mo nas al ca li ge nes

LDA19 fue de 346,94 µg/mL, la cual al can zó, al fi nal de la fase lo ga -
rít mi ca en cal do nu tri ti vo y en 14,5 ho ras apro xi ma da men te, una
D.O má xi ma de 1,3467, la cual co rres pon dió a un con ta je de 2,88 ×
106 cel/mL em plean do la téc ni ca de mi cros co pía de epi fluo res cen -
cia. Las Fi gu ras 1 a 6 mues tran las cur vas de P. al ca li ge nes LDA19
en pre sen cia de los hi dro car bu ros naf ta le no, an tra ce no y naf ta le no +
an tra ce no ob te ni das por las téc ni cas de epi fluo res cen cia y de re cuen -
to en pla cas. Las Ta blas 1 a 3 pre sen tan los pa rá me tros de cre ci mien -
to bac te ria no.

La téc ni ca de re cuen to en pla cas re ve ló ma yo res con teos bac te -
ria nos a tra vés del tiem po, en com pa ra ción con los ob te ni dos con la
mi cros co pía de epi fluo res cen cia (Figs. 1, 2, 3 y 4).

Por otra par te, la bio ma sa fi nal al can za da por la bac te ria, en
pre sen cia de an tra ce no, fue ma yor a la ob te ni da en naf ta le no (Ta -
blas 1 y 2).
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FIGURA 1. Cre ci mien to de Pseu do mo nas al ca li ge nes LDA19 en pre sen -
cia de naf ta le no es ti ma da por epi fluo res cen cia.
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FIGURA 2. Cre ci mien to de Pseu do mo nas al ca li ge nes LDA19 en pre sen -
cia de naf ta le no es ti ma da por re cuen to en placas.

-2 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
4,52

4,54

4,56

4,58

4,60

4,62

4,64

4,66

4,68

4,70

4,72

lo
g

N
°

ce
l/m

Tiempo (días)

L

FIGURA 3 . Cre ci mien to de Pseu do mo nas al ca li ge nes LDA19 en pre sen -
cia de an tra ce no es ti ma da por epi fluo res cen cia.
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FIGURA 4. Cre ci mien to de Pseu do mo nas al ca li ge nes LDA19 en pre sen -
cia de an tra ce no es ti ma da por re cuen to en placas.

TABLA 1. Pa rá me tros de cre ci mien to bac te ria no de la cepa de Pseu -
do mo nas al ca li ge nes LDA19 en pre sen cia de naftaleno.

Técnica Velocidad de

crecimiento (µ)

Tiempo de
duplicación (td)

Biomasa final (xf)

Epifluorescencia 0,012 × h–1 57,286 h 1.670,80 µg/mL

Recuento en placas 0,093 × h–1  7,430 h -

TABLA 2. Pa rá me tros de cre ci mien to bac te ria no de la cepa de Pseu -
do mo nas. al ca li ge nes LDA19 en pre sen cia de antraceno.

Técnica Velocidad de

crecimiento (µ)

Tiempo de
duplicación (td)

Biomasa final (xf)

Epifluorescencia 0,006 × h–1 113,59 h 8.305 µg/mL

Recuento en placas 0,285 × h–1  2,43 h -



Las ve lo ci da des de cre ci mien to en naf ta le no, de ter mi na das me -
dian te la téc ni ca de epi fluo res cen cia, son ma yo res que las co rres pon -
dien tes al an tra ce no; a di fe ren cia de lo que ocu rre con los tiem pos de
du pli ca ción du ran te el cre ci mien to bac te ria no en di chos me dios (Ta -
blas 1 y 2). Se ha es ta ble ci do que un mi croor ga nis mo ne ce si ta ener -
gía adi cio nal para me ta bo li zar sus tra tos com ple jos; es por ello que la 
ve lo ci dad es pe cí fi ca de cre ci mien to mi cro bia no en sus tra tos sen ci -
llos es ma yor que en los com ple jos, en con tras te con lo ob ser va do
para los tiem pos de du pli ca ción (Crue ger y Crue ger 1993).

Se ha in di ca do que las bac te rias so me ti das a li mi ta ción de nu -
trien tes, como el cre ci mien to en hi dro car bu ros, pue den ex pe ri men -
tar fe nó me nos de to le ran cia ha cia el com pues to, que le per mi ten so -
bre vi vir por lar go tiem po em plean do sólo su me ta bo lis mo ba sal y las 
re ser vas car bo na das de su pro pia es truc tu ra y de cé lu las muer tas;
pero des pués de este pe río do, co mien za la pro duc ción de en zi mas
para la de gra da ción de los hi dro car bu ros (Sta nier et al. 1986, Soto
2001, Atlas y Bart ha 2002). Este fe nó me no de to le ran cia po dría ex -
pli car las ba jas ve lo ci da des de cre ci mien to y los ele va dos tiem pos de 
du pli ca ción al can za dos por las bac te rias en pre sen cia de los hi dro -
car bu ros.

Los re sul ta dos in di can que la bac te ria uti li zó más efi cien te men -
te y en me nor tiem po el naf ta le no que el an tra ce no. En este caso en
par ti cu lar, el an tra ce no (tres ani llos aro má ti cos) es más re sis ten te al
ata que mi cro bio ló gi co que el naf ta le no (dos ani llos aro má ti cos), lo
cual se po dría re la cio nar tan to con fac to res fí si cos (es truc tu ra), como 
a res tric cio nes en zi má ti cas de las bac te rias (Cer ni glia 1984).

Las ve lo ci da des de cre ci mien to, en pre sen cia de naf ta le no, fue -
ron me no res a las re por ta das por Vol ke ring et al. (1992) para Pseu do -

mo nas sp. (µ = 0,3 × h-1), mien tras que en pre sen cia de an tra ce no las

ve lo ci da des de cre ci mien to bac te ria no fue ron ma yo res (µ = 0,0003 ×
h–1). A pe sar de que en am bos ca sos se em plea ron ce pas de Pseu do -
mo nas sp., és tas se ais la ron de am bien tes com ple ta men te di fe ren tes;
por lo tan to, las di fe ren cias me ta bó li cas en cuan to a la uti li za ción de
los hi dro car bu ros, van a de pen der de que la bac te ria po sea ge nes co di -
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fi ca do res de en zi mas dio xi ge na sas es pe cí fi cas para la de gra da ción de
es tos com pues tos (Atlas y Bart ha 2002, Ma di gan et al. 2004).

Can ti ni et al. (2001), al eva luar el cre ci mien to de Ba ci llus sp. en
fe nan tre no, ob tu vie ron una ve lo ci dad de cre ci mien to y un tiem po de

du pli ca ción (µ = 0,049x h–1, td = 0,024 h) di fe ren tes a los ob te ni dos
para el naf ta le no y el an tra ce no con am bas téc ni cas. Mien tras que Bra -
cho et al. (2004) en con tra ron para Pseu do mo nas stut ze ri, va lo res de
ve lo ci dad de cre ci mien to y tiem pos de du pli ca ción en pre sen cia de di -

ben zo tio fe no (µ = 0,212 x h–1, td = 3,36 h), si mi la res a los ob te ni dos en 
este tra ba jo al eva luar el cre ci mien to bac te ria no en an tra ce no por re -
cuen to en pla cas. Estas in ves ti ga cio nes se lle va ron a cabo en sue los
con ta mi na dos con pe tró leo en di fe ren tes si tios del es ta do Zu lia.

El cre ci mien to en la mez cla an tra ce no + naf ta le no, evi den ció la
for ma ción de dos fa ses lo ga rít mi cas de de sa rro llo bac te ria no (Figs. 5 
y 6). Este tipo de cre ci mien to de no mi na do diáu xi co es co mún en
bac te rias so me ti das a dos fuen tes al ter na ti vas de car bo no, en el cual
se em plea pri me ro la fuen te de car bo no más sen ci lla y lue go la más
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FIGURA 5. Cre ci mien to de Pseu do mo nas al ca li ge nes LDA19 en pre sen -
cia de an tra ce no + naf ta le no es ti ma da por epifluorescencia.



com ple ja (Len den mann et al. 1996). De acuer do a la es truc tu ra quí -
mi ca de am bos hi dro car bu ros, es pro ba ble que el naf ta le no sea em -
plea do pri me ro que el an tra ce no.

Las ve lo ci da des de cre ci mien to y los tiem pos de du pli ca ción
es ti ma dos, en am bas fa ses lo ga rít mi cas de cre ci mien to bac te ria no en 
la mez cla de hi dro car bu ros, fue ron si mi la res con las dos téc ni cas
(Ta bla 3). De igual for ma, la bio ma sa fue si mi lar en am bas fa ses de
cre ci mien to bac te ria no, pero me nor a la al can za da en los hi dro car bu -
ros por se pa ra do. La mez cla de com pues tos com ple jos im po si bi li ta
más aún el ata que en zi má ti co mi cro bia no de los hi dro car bu ros, lo
que hace que la asi mi la ción de los mis mos sea de fi cien te (Atlas y
Bart ha 2002).

Soto (2001) de mos tró, por epi fluo res cen cia, que las ve lo ci da -

des de cre ci mien to (µ en tre 0,0075 y 0,0204 × h–1) y los tiem pos de
du pli ca ción (td en tre 34,03 y 166,29 h) de bac te rias Gram po si ti vas,
en una mez cla de di ben zo tio fe no y tian tre no, son me no res y ma yo res 
res pec ti va men te, que los ob te ni dos en la mez cla de an tra ce no y naf -
ta le no. Esto po dría es tar vin cu la do con la es truc tu ra quí mi ca, más
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FIGURA 6. Cre ci mien to de Pseu do mo nas al ca li ge nes LDA19 en pre sen -
cia de an tra ce no + naf ta le no es ti ma da por recuento en placas.



com ple ja, de los hi dro car bu ros aro má ti cos azu fra dos, di ben zo tio fe -
no y tian tre no (Cer ni glia 1984).

Es im por tan te ha cer re fe ren cia a los in con ve nien tes me to do ló -
gi cos sur gi dos al cuan ti fi car el cre ci mien to bac te ria no en pre sen cia
de los hi dro car bu ros por mi cros co pía de epi fluo res cen cia. Estas li -
mi ta cio nes es tu vie ron re la cio na das con la alta in so lu bi li dad en agua
y la ele va da fluo res cen cia de los hi dro car bu ros, es pe cial men te del
an tra ce no, lo cual pudo oca sio nar sub es ti ma cio nes en los re cuen tos
bac te ria nos al com pa rar los con los ob te ni dos por re cuen to en pla cas.

Los hi dro car bu ros aro má ti cos (hi dro fó bi cos) en agua for man
una emul sión pro duc to de la re duc ción de la ten sión su per fi cial en tre 
am bos com pues tos, por ac ción de al gu nas sa les pre sen tes en el me -
dio mí ni mo mi ne ral (Mac Murry 1992) y en es tas emul sio nes que dan 
ad he ri das al gu nas bac te rias. Por otra par te, la lon gi tud de onda irra -
dia da por el an tra ce no (390 nm) se so la pa con la emi ti da por la bac te -
ria te ñi da con el fluo ro cro mo; el naf ta le no fluo res ce a lon gi tu des de
on das más cor tas (Pretsch et al. 1980).

Los re sul ta dos per mi ten pre su mir que la bac te ria efec ti va men te 
cre ció en pre sen cia de los hi dro car bu ros y los uti li zó como úni ca
fuen te de car bo no, ya que pre sen tó in cre men to en la bio ma sa es ti ma -
da en fase lo ga rít mi ca. Esta fuen te de car bo no pa sa ría a for mar par te
de la es truc tu ra bac te ria na una vez asi mi la da.
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TABLA 3. Pa rá me tros de cre ci mien to bac te ria no de la cepa de Pseu -
do mo nas al ca li ge nes LDA19 en pre sen cia de an tra ce no
+ naftaleno.

Técnica  µ1 µ2 td1 td2 xf1 xf2

Epifluorescencia 0,049 h–1 0,1035 × h–1 13,98 h 6,69 h 867,30 

µg/mL 

915,40 

µg/mL

Recuento
en placas

0,070 × h–1 0,090 × h–1 9,86 h 7,66 h - -



Las ob ser va cio nes re ve la ron, de for ma cua li ta ti va, una dis mi -
nu ción en la fluo res cen cia del hi dro car bu ro a me di da que in cre men -
tó el nú me ro de cé lu las a tra vés del tiem po. Este he cho se ex pli ca
por que a me di da que el hi dro car bu ro es cli va do, pro duc to del ata que
en zi má ti co (Cer ni glia 1984), va per dien do con ju ga cio nes e ins tau ra -
cio nes, lo cual trae como con se cuen cia una dis mi nu ción en la fluo -
res cen cia (Pretsch et al. 1980).

Pseu do mo nas sp. se ha re por ta do en in nu me ra bles es tu dios
como una bio de gra da do ra po ten cial de di ver sos hi dro car bu ros (Can ti -
ni et al. 2001, Soto 2001, Van Ham me et al. 2003, Bra cho et al. 2004),
in clu so mu cho más com ple jos que los em plea dos en este tra ba jo.

CONCLUSIONES

El cre ci mien to de Pseu do mo nas al ca li ge nes LDA19, en pre -
sen cia de naf ta le no y an tra ce no, a tra vés de la mi cros co pía de epi -
fluo res cen cia y de re cuen to de via bles fue di fe ren te, ob te nién do se
ma yo res re cuen tos bac te ria nos por la téc ni ca de con ta je en pla cas.

El uso de la mi cros co pía por epi fluo res cen cia re sul ta ina pro pia -
do para es ti mar el cre ci mien to bac te ria no en hi dro car bu ros fluo res -
cen tes y al ta men te in so lu bles en agua.

La ca pa ci dad de cre ci mien to de Pseu do mo nas al ca li ge nes
LDA19, en pre sen cia de los hi dro car bu ros aro má ti cos, su gie re su
uso po ten cial para la des con ta mi na ción del se di men to de la pla ya
Cai ma re Chi co, es ta do Zu lia.
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