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Resumen. Se evaud € crecimiento de Pseudomonas alcaligenes
LDA 19 en presenciade naftaleno y antraceno, por microscopiade epi-
fluorescenciay recuento en placas. Con latécnicade recuento en pla-
cas, €l nimero de conteos bacterianos/tiempo fue mayor que el obteni-
do con la microscopia de epifluorescencia. Las velocidades de creci-
miento, en presenciade naftaleno, fueron mayoresalas obtenidas para
€l antraceno; mientras que lostiempos de duplicacién fueron menores.
Esto sugiere que el naftaleno se utilizd més répido y eficientemente
que €l antraceno; o que podriaestar relacionado con laestructuraqui-
micadelos hidrocarburosy con restricciones enziméticas bacterianas.
El crecimiento en la mezcla de hidrocarburos evidenci6 laformacion
de dos fases |ogaritmicas, siendo las velocidades de crecimiento y los
tiempos de duplicacion similares con ambas técni cas. Labiomasabac-
terianaincrementd sustancial mente en presenciade los hidrocarburos
y sumezcla, lo cual indicaque son utilizados por |abacteriacomo Gni-
ca fuente de carbono. La técnica de epifluorescencia es inadecuada
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paraevauar el crecimiento bacteriano en hidrocarburos altamentein-
solubles en aguay fluorescentes, ya que lalongitud de ondairradiada
se solapa con la emitida por el fluorocromo que tifie labacteria. Estas
limitaciones permiten recomendar el recuento en placas.

Palabras clave: Crecimiento, epifluorescencia, Pseudomonas alca-
ligenes, recuento en placas.

GROWTH OF Pseudomonas alcaligenes
IN ANTHRACENE AND NAPHTHALENE
BY PLATE COUNTS AND EPIFLUORESCENT
MICROSCOPY

Abstract. We evaluated growth of Pseudomonas alcaligenesLDA19
in the presence of naphthalene and anthracene, using epifluorescent
microscopy and plate count techniques. With plate counts, bacterial
counts/time was higher than with epifluorescent microscopy. Growth
ratesin naphthalene were higher than in anthracene, whereas duplica-
tion times were lower, suggesting that naphthalene was used more
quickly and efficiently than anthracene. This result may be related to
the chemical structure of the hydrocarbons and enzymatic restrictions
of the bacteria. Bacteria growth in the hydrocarbon mixtures exhib-
ited two logarithmical phases. In addition, growth rates and duplica-
tion times were similar for both techniques. Bacterial biomass in-
creased substantially in presence of hydrocarbons and their mixtures,
suggesting that bacteria use these mixtures as the only carbon source.
Epifluorescent microscopy is inadequate in evaluating bacterial
growth in hydrocarbonsthat are highly insoluble in water and fluores-
cent, because theirradiating wavel ength overlapswith the wavel ength
produced by the fluorocrome used to stain the bacteria. Thus, we rec-
ommended the plate count technique.

Key words: Growth, epifluorescent microscopy, plate counts, Pseu-
domonas alcaligenes.

INTRODUCCION

L as bacterias son capaces de oxidar todo tipo de hidrocarburos
enformaliquida, gaseosao solidade seriesaifaticas, olefinicas, aro-
maticas y nafténicas; esta habilidad facilita que el compuesto sea
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dispersadoy removido del ambiente (Atlas 1978). Por lo tanto, laca-
pacidad de las bacterias para utilizar unavariedad de compuestos or-
ganicos sugiere que lamicrofloraautoctonatiene el potencial de de-
gradar in situ los agentes contaminantes (Atlas y Bartha 2002).

L as bacterias requieren de una serie de condiciones fisicoqui-
micas y nutricionales optimas (nitrogeno, fosforo, azufre, vitaminas
y otros compuestos), para metabolizar y utilizar los hidrocarburos
como Unicafuente de carbono y energia (Atlasy Bartha 2002). Mu-
chas cepas bacterianas son sensiblesalaacidez y con frecuenciacre-
cen muy poco cuando el pH es menor de 5,0. La descomposicion de
los hidrocarburos puede ocurrir desde 0°C hasta 55°C, aunque la
oxidacion es sensible a elevadas temperaturas; ademés de requerir
concentraciones de oxigeno adecuadasy |a participacion de enzimas
como las mono o dioxigenasas bacterianas (Atlas y Bartha 2002,
Madigan et al. 2004).

Se ha determinado que la disponibilidad de otros sustratos car-
bonados afecta el catabolismo de los hidrocarburos, siendo comun
una disminucién de la velocidad de crecimiento microbiano en pre-
sencia de un sustrato féacilmente degradable (Atlasy Bartha 2002).

L a degradacion completa de | os contaminantes del petroleo, en
los ecosistemas, generalmente se lleva a cabo por poblaciones mi-
crobianas mixtas, mas que por unasolaespecie. Enlamayoriadelos
ecosistemas naturales €l indculo inicial de microorganismos que uti-
lizanlos hidrocarburos limitalatasa de degradaci 6n del mismo, pero
posterior a un corto periodo de exposicion aumenta dicha tasa por-
gue las bacterias comienzan a utilizar su maquinariabioquimicaque
les permite metabolizarlos (Atlas 1978).

Existe unagran cantidad deinformacién sobre el metabolismo
microbiano del antraceno y naftaleno, |os cual es estén ampliamen-
te distribuidos en todos los sistemas terrestres y acuaticos (Van
Hamme et al. 2003). Estos compuestos se han utilizado como sus-
tratos model os en estudios sobre |a degradacion de hidrocarburos
arométicos, ya que sus estructuras constituyen poliaroméaticos
complejosy carcinogénicostalescomo: el benzo [a] pireno, el ben-
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zo [a] antraceno y el 3-metilcloroantreno (Cerniglia 1984, Van
Hamme et al. 2003).

El crecimiento bacteriano, en presenciade hidrocarburos, se ha
cuantificado por diversas técnicas como: el recuento de células via-
bles, la espectrofotometriay la epifluorescencia. Esta Gltima ha per-
mitido simplificar la estimacion del nimero de célulasy labiomasa
bacteriana al realizar contgjes directos en un volumen determinado
de muestra; sin embargo, su desventaja estriba en que se cuentan las
células viables y no viables, y se requieren de equipos costosos y
personal especializado (Porter y Freig 1980, Bitton et al. 1993, Kep-
ner y Pratt 1994, Soto 2001, Bracho et al. 2004).

Por otra parte, el método de recuento de viables es el méodo
mas sensible para la determinacion del nimero de bacterias, ya que
permite detectar, incluso, aunacélulaviable en suspension. Susdes-
ventajas radican en que se debe tener un nimero de colonias que sea
estadisticamente representativo, se corre €l riesgo de contaminacion
por otros microorganismos, y es una técnica laboriosa que requiere
mucho material de laboratorio y rinde resultados a largo plazo (Sta-
nier et al. 1986, Madigan et al. 2004). El propdsito de este trabajo es
evaluar el crecimiento de una cepa de Pseudomonas alcaligenes
LDA19, através delamicroscopiade epifluorescenciay de recuento
de viables en placas.

MATERIALES Y METODOS

CEPA BACTERIANA

Seempled lacepade PseudomonasalcaligenesLDA 19, lacual
fue aidada por Diaz et al. (1999), a partir del sedimento impactado
con hidrocarburos de la playa Caimare Chico, municipio Paez, esta-
do Zulia.

INOCULO BACTERIANO

Se tomaron 500 L. del cultivo bacteriano desarrollado en un
caldo nutritivo durante 18 a 24 h hasta alcanzar la turbidez del tubo
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N° 2,0 de MacFarland, y se sembr6 en unafiola de 1000 mL conte-
niendo 500 mL de caldo nutritivo estéril. El cultivo seincubé a30°C
en un bafio con agitacion continuaa 150 rpm. El cultivo se monitoreod
cada 30 min por 24 h empleando la técnica de espectrofotometria
(Spectronic 20) auna DO de 540 nm.

BIOMASA BACTERIANA

Sefiltré un volumen de 250 mL del cultivo bacteriano desarro-
[lado en fase logaritmica a través de un filtro millipore de 0,22 nm
pararecuperar € paquete celular. El sobrenadante se conservo para
su uso posterior y el paguete celular se lavo tres veces con solucion
salina fisioldgica (0,85%), se secd en una estufa a 80°C hasta peso
constante paradeterminar el peso final (P2). El peso seco del paquete
celular mg/mL, se estimo por diferenciade pesoy serelacioné con el
volumen del cultivo centrifugado: P, — P/ V (mL) = ng/mL, lo que
permitiod cuantificar la biomasa contenida en €l indculo hastalafase
logaritmica, para posteriormente evaluar la cinética de crecimiento
en presencia de antraceno y naftaleno.

CURVAS DE CRECIMIENTO BACTERIANO

El paquete celular desarrollado en el caldo nutritivo hasta fase
logaritmica de crecimiento bacteriano, se lavo tres veces con solu-
cion salinaa 0,85%, y se centrifugd a 10.000 rpm en cada lavado,
con objeto de eliminar cualquier fuente de carbono organico conta-
minante.

El experimento se realizo en fiolas con capacidad nomina de
1.000 mL, las cuaes contenian 500 mL de Medio Minimo Mineral
(MMM) con hidrocarburo a 0,1% p/v seguin |o propuesto por Jobson
etal. (1972),y uninéculoinicial de3mL delacepabacterianaen fase
logaritmica. Antes de adicionar los hidrocarburos al MMM, éstos se
trituraron en un mortero para obtener un particulado fino accesible
paralas bacterias (Volkering et al. 1992). Las mediciones se redliza-
ron por triplicado durante 16 dias cada48 h, a30°C £ 1°C, pH inicia
del medio de cultivo de 7,0 y agitacion constante de 150 rpm. Losre-
sultados de |as mediciones se expresaron como valores promedio.
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Se utiliz6 latécnica de recuento en placas, paraestimar el nu-
mero de UFC/mL, tomando 1 mL de cada fiola pararealizar dilu-
ciones seriadas en solucion salinaal 0,85% hasta 108 y sembrando
100 L. de cadadilucion en placasde agar nutritivo, lascualessein-
cubaron por 24 h a30°C; después delo cual se cuantificaron las co-
lonias bacterianas en las placas que contenian entre 30 y 300 colo-
nias.

En latécnicade epifluorescencia se tomo un volumen entre 4 y
5 mL de cadafiola durante cada medicion, se pasd por un tamiz de
0,45 mm para separar las particulas mas grandes, y se procedio afijar
con formol al 40% hasta obtener un volumen final del 2% deformol.
Luego se tifieron las células con 4 a 5 gotas de DAPI (4,6- diami-
no-2-fenilindol) durante 10 min, se filtré la muestra al vacio en fil-
tros de policarbonato negro de 0,22 mmy posteriormente se realiza-
ron los contajes bacterianos directamente al microscopio de fluores-
cencia. Las bacterias se observaron de color blanco sobre un fondo
negro, yaque el DAPI seincorporaa material genético delacélula,
emitiendo fluorescenciaal excitarse en presenciade luz ultravioleta
(365 nm) (Porter y Freig 1980).

Se emplearon, como controles, fiolas con MMM + antraceno;
MMM + naftaleno y MMM + antraceno + naftaleno a 0,1% sin
inoculo bacteriano, y MMM con indcul o bacteriano sin hidrocarbu-
ros. Adicionalmente, durante cadamedicion serealizé unfrotisy tin-
cion de Gram para verificar lapurezadel cultivo.

PARAMETROS DE CRECIMIENTO

Se calcularon los siguientes pardmetros de crecimiento micro-
biano: velocidad de crecimiento microbiano (), tiempo de duplica-
cion (tg) y biomasabacterianafinal (x;), lacual serealizé a término
delafaselogaritmicaaunavelocidad de crecimiento constante (Sta-
nier et al. 1986), con los datos obtenidos por latécnicade epifluores-
cencia
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RESULTADOS Y DISCUSION

La biomasa inicial de la cepa de Pseudomonas alcaligenes
LDA19fuede 346,94 ng/mL, lacual alcanzo, al final delafaseloga
ritmica en caldo nutritivo y en 14,5 horas aproximadamente, una
D.O méximade 1,3467, lacual correspondié a un contgje de 2,88 x
106 cel/mL empleando |a técnica de microscopia de epifluorescen-
cia LasFiguras 1 a6 muestran las curvas de P. alcaligenes LDA19
en presencia de los hidrocarburos naftaleno, antraceno y naftaleno +
antraceno obtenidas por lastécnicas de epifluorescenciay derecuen-
toen placas. Las Tablas 1 a3 presentan |os parametros de crecimien-
to bacteriano.

L atécnicade recuento en placas revel 6 mayores conteos bacte-
rianos a través del tiempo, en comparacién con los obtenidos con la
microscopia de epifluorescencia (Figs. 1, 2, 3y 4).

Por otra parte, la biomasa final alcanzada por la bacteria, en
presencia de antraceno, fue mayor a la obtenida en naftaleno (Ta-
blasly 2).
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FIGURA 1. Crecimiento de Pseudomonas alcaligenes LDA19 en presen-

cia de naftaleno estimada por epifluorescencia.



34 Diaz-Borrego et al. [Bol. Centro Invest. Biol.

log UFC/mL

-2 0 2 4 6 8 10 12 14 16
Tiempo (dias)

FIGURA 2. Crecimiento de Pseudomonas alcaligenes LDA19 en presen-
cia de naftaleno estimada por recuento en placas.
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FIGURA3 . Crecimiento de Pseudomonas alcaligenes LDA19 en presen-
cia de antraceno estimada por epifluorescencia.
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FIGURA 4. Crecimiento de Pseudomonas alcaligenes LDA19 en presen-
cia de antraceno estimada por recuento en placas.

TABLA 1. Pardmetrosde crecimiento bacteriano delacepade Pseu-
domonas al caligenes LDA 19 en presencia de naftaleno.

Técnica Velocidadde  Tiempode Biomasafina (x;)
crecimiento (m) duplicacion (tg)

Epifluorescencia 0,012 x ht 57,286 h 1.670,80 pg/mL
Recuento en placas 0,093 x ht 7430 h -

TABLA 2. Pardmetrosde crecimiento bacteriano delacepade Pseu-
domonas. al caligenes LDA 19 en presenciade antraceno.

Técnica Velocidad de Tiempode Biomasafina (xf)
crecimiento () duplicacion (td)
Epifluorescencia 0,006 x ht 113,59 h 8.305 pg/mL

Recuento en placas 0,285 x ht 2,43 h -
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L asvelocidades de crecimiento en naftal eno, determinadas me-
diante latécnicade epifluorescencia, son mayores que las correspon-
dientes al antraceno; adiferenciadelo que ocurre con lostiempos de
duplicacién durante el crecimiento bacteriano en dichosmedios (Ta
blas 1y 2). Se ha establecido que un microorganismo necesita ener-
giaadicional parametabolizar sustratos complejos; espor ello quela
velocidad especifica de crecimiento microbiano en sustratos senci-
Ilos es mayor que en los compleos, en contraste con |o observado
paralos tiempos de duplicacion (Crueger y Crueger 1993).

Se haindicado que las bacterias sometidas a limitacion de nu-
trientes, como el crecimiento en hidrocarburos, pueden experimen-
tar fendmenos de tolerancia haciael compuesto, que le permiten so-
brevivir por largo tiempo empleando solo su metabolismo basal y las
reservas carbonadas de su propia estructura y de células muertas;
pero después de este periodo, comienza la produccién de enzimas
para la degradacion de los hidrocarburos (Stanier et al. 1986, Soto
2001, Atlasy Bartha 2002). Este fendmeno de tolerancia podria ex-
plicar las bajas vel ocidades de crecimiento y los el evadostiempos de
duplicacién alcanzados por las bacterias en presencia de los hidro-
carburos.

Losresultadosindican quelabacteriautilizo més eficientemen-
tey en menor tiempo el naftaleno que el antraceno. En este caso en
particular, €l antraceno (tres anillos arométicos) es mas resistente al
ataque microbiol6gico que & naftaleno (dos anillos aromaticos), o
cual sepodriarelacionar tanto con factoresfisicos (estructura), como
arestricciones enzimaticas de | as bacterias (Cerniglia 1984).

Las velocidades de crecimiento, en presencia de naftaleno, fue-
ron menoresalas reportadas por Volkering et al. (1992) para Pseudo-
monas sp. (m= 0,3 x h-1), mientras que en presenciade antraceno las
vel ocidades de crecimiento bacteriano fueron mayores (m= 0,0003 x
h™1). A pesar de que en ambos casos se emplearon cepas de Pseudo-
monas sp., éstas se aidaron de ambientes completamente diferentes;
por lo tanto, las diferencias metabdlicas en cuanto a la utilizacion de
los hidrocarburos, van adepender de que la bacteria posea genes codi-
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ficadores de enzimas di oxigenasas especificas parala degradacion de
estos compuestos (Atlasy Bartha 2002, Madigan et al. 2004).

Cantini et al. (2001), a evaluar e crecimiento de Bacillus sp. en
fenantreno, obtuvieron una velocidad de crecimiento y un tiempo de
duplicacion (m= 0,049x h™, tq = 0,024 h) diferentes alos obtenidos
parael naftalenoy e antraceno con ambastécnicas. Mientrasque Bra-
cho et al. (2004) encontraron para Pseudomonas stutzeri, valores de
velocidad de crecimiento 'y tiempos de duplicacion en presenciade di-
benzotiofeno (m=0,212x h™%, ty= 3,36 h), similaresalos obtenidosen
este trabgo a evaluar € crecimiento bacteriano en antraceno por re-
cuento en placas. Estas investigaciones se llevaron a cabo en suelos
contaminados con petroleo en diferentes sitios del estado Zulia.

El crecimiento en lamezcla antraceno + naftaleno, evidencio la
formacién de dosfaseslogaritmicas de desarrollo bacteriano (Figs. 5
y 6). Este tipo de crecimiento denominado diauxico es comun en
bacterias sometidas a dos fuentes alternativas de carbono, en e cua
se emplea primero la fuente de carbono més sencillay luego la mas
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FIGURA 5. Crecimiento de Pseudomonas alcaligenes LDA19 en presen-
cia de antraceno + naftaleno estimada por epifluorescencia.
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FIGURA 6. Crecimiento de Pseudomonas alcaligenes LDA19 en presen-
cia de antraceno + naftaleno estimada por recuento en placas.

complgja (Lendenmann et al. 1996). De acuerdo a la estructura qui-
mica de ambos hidrocarburos, es probable que el naftaleno sea em-
pleado primero que el antraceno.

Las velocidades de crecimiento y los tiempos de duplicacion
estimados, en ambas fases|ogaritmicas de crecimiento bacteriano en
la mezcla de hidrocarburos, fueron similares con las dos técnicas
(Tabla 3). Deigual forma, la biomasa fue similar en ambas fases de
crecimiento bacteriano, pero menor alaal canzadaen los hidrocarbu-
ros por separado. La mezcla de compuestos complejos imposibilita
mas auin el atague enzimético microbiano de los hidrocarburos, lo
que hace que la asimilacion de los mismos sea deficiente (Atlas y
Bartha 2002).

Soto (2001) demostrd, por epifluorescencia, que las velocida-
des de crecimiento (mentre 0,0075 y 0,0204 x h™1) y los tiempos de
duplicacion (td entre 34,03 y 166,29 h) de bacterias Gram positivas,
en unamezclade dibenzotiofeno y tiantreno, son menoresy mayores
respectivamente, que los obtenidos en lamezcla de antraceno y naf-
taleno. Esto podria estar vinculado con la estructura quimica, méas
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TABLA 3. Pardmetrosde crecimiento bacteriano delacepade Pseu-
domonas alcaligenes LDA 19 en presencia de antraceno

+ naftaleno.
Técnica nt 113 ta1 tao Xf1 X2
Epifluorescencia 0,049h™ 0,1035xh™ 13,98h 6,69h 867,30 915,40
no/mL  ng/mL
Recuento 0,070xh* 0,090xh* 986h 766h - -

en placas

complgja, de los hidrocarburos aromaticos azufrados, dibenzotiofe-
noy tiantreno (Cerniglia 1984).

Es importante hacer referencia alos inconvenientes metodol 6-
gicos surgidos al cuantificar el crecimiento bacteriano en presencia
de los hidrocarburos por microscopia de epifluorescencia. Estas li-
mitaciones estuvieron relacionadas con la altainsolubilidad en agua
y la elevada fluorescencia de los hidrocarburos, especiamente del
antraceno, lo cua pudo ocasionar subestimaciones en |0s recuentos
bacterianosal compararlos con |os obtenidos por recuento en placas.

Los hidrocarburos arométicos (hidrofébicos) en agua forman
unaemulsion producto de lareduccion delatension superficial entre
ambos compuestos, por accion de algunas sales presentes en el me-
diominimo mineral (Mac Murry 1992) y en estas emul siones quedan
adheridas algunas bacterias. Por otra parte, lalongitud de ondairra-
diadapor el antraceno (390 nm) se solapacon laemitidapor labacte-
riatefiida con el fluorocromo; el naftaleno fluoresce alongitudes de
ondas mas cortas (Pretsch et al. 1980).

L osresultados permiten presumir que la bacteria ef ectivamente
creci6 en presencia de los hidrocarburos y los utilizé como Unica
fuente de carbono, yaque presentd incremento en la biomasa estima-
daenfaselogaritmica. Estafuente de carbono pasariaaformar parte
de la estructura bacteriana una vez asimilada.



40 Diaz-Borrego et al. [Bol. Centro Invest. Biol.

L as observaciones revelaron, de forma cualitativa, una dismi-
nucion en lafluorescenciadel hidrocarburo a medida que incremen-
t6 @ nimero de células a través del tiempo. Este hecho se explica
porque amedidaque el hidrocarburo es clivado, producto del ataque
enzimético (Cerniglia1984), vaperdiendo conjugaciones einstaura-
ciones, lo cua trae como consecuencia una disminucion en lafluo-
rescencia (Pretsch et al. 1980).

Pseudomonas sp. se ha reportado en innumerables estudios
como unabiodegradadora potencial de diversos hidrocarburos (Canti-
ni et al. 2001, Soto 2001, Van Hammeet al. 2003, Bracho et al. 2004),
incluso mucho mas complg os que los empleados en este trabajo.

CONCLUSIONES

El crecimiento de Pseudomonas alcaligenes LDA19, en pre-
sencia de naftaleno y antraceno, a través de la microscopia de epi-
fluorescencia y de recuento de viables fue diferente, obteniéndose
mayores recuentos bacterianos por |a técnica de contaje en placas.

El uso delamicroscopiapor epifluorescenciaresultainapropia
do para estimar el crecimiento bacteriano en hidrocarburos fluores-
centes y altamente insolubles en agua.

La capacidad de crecimiento de Pseudomonas alcaligenes
LDA19, en presencia de los hidrocarburos aromaticos, sugiere su
uso potencial para la descontaminacion del sedimento de la playa
Caimare Chico, estado Zulia.

AGRADECIMIENTOS

L os autores agradecen ala Division de Investigacion de la Fa-
cultad Experimental de Ciencias, Universidad del Zulia, Proyecto
FDI N°023-04, por €l co-financiamiento paraestainvestigacion, y a
José Ortega del Departamento de Quimica (FEC-LUZ), por su apor-
te en el andlisis de las propiedades quimicas de |os hidrocarburos.



Vol. 39, 2005] Pseudomonas al caligenes en antraceno y naftaleno 41

LITERATURA CITADA

ATLASR. M. 1978. Microorganisms and petroleum pollutants. BioScience
28(6): 387-390.

ATLASR. M.y R.BARTHA. 2002. Ecologia microbianay microbiologiaam-
biental (4 ed.). Editorial Prentice Hall. 677 pp.

BITTON G., B. KOOPMAN, K. JUNG Y G. VOILAND. 1993. Modification of the
standard epifluorescence mycroscopic method for total bacterial
countsin environmental samples. Wat Research 27 (7): 1109-1112.

BRACHOM,,L.DIAZ Y L.SOTO. 2004. Crecimiento de Pseudomonas stutzeri
en presencia de dibenzotiofeno y en funcion de nitrégeno y fésforo.
Ciencia12(3): 125-131.

CANTINI L., L. DIAZ, S. DAVILA y L. SOTO. 2001. Crecimiento a diferentes
concentraciones de fésforo y nitrégeno de un cultivo puro de bacte-
rias degradadoras de fenantreno. Ciencia 9 (2): 207-216.

CERNIGLIA C. E. 1984. Microbial metabolism of polycyclic aromatic hy-
drocarbons. Advancesin Applied Microbiology 30: 31-51.

CRUEGERW. Y A. CRUEGER. 1993. BiotecnologiaManual de Microbiologia
Industrial. 1% ed. Editorial Acribia, S.A., Espafia. 413 pp.

DIAZ L., J.DUPONTT,L.ATENCIOY A. PEREZ. 1999. Caracterizacion de bac-
terias que utilizan hidrocarburos aidadas de la playa “ Caimare Chi-
co” (Estado-Zulia). 26 Jornadas Microbiologia “Dr. José Esparza’,
Soc. Venezolana Microbiol ogia-Capitulo Carabobo. p. 47.

JOBSON A., F. D. COOK Yy D. W. SWESTLAKE. 1972. Microbial utilization of
crude oil. Appl. Microbiol. 23 (6): 1082-10809.

KEPNERR.L.Y J R.PRATT. 1994. Use of fluorochromesfor direct enumera-
tion of total bacteria in environmental samples. Past and present.
Microbiol. Reviews 58(4): 603-615.

LENDENMANN U., M. SNOZZzI y T. EGLI. 1996. Kinetics of the simultaneous
utilization of sugar mixtures by Escherichia coli in continuos culture.
Applied and Environmenta Microbiology 62 (5): 1493-14909.

MACMURRY J. 1992. Organic Chemistry (3 ed.). Brooks/Cole Publishing
Co., Cdlifornia 1212 pp.



42 Diaz-Borrego et al. [Bol. Centro Invest. Biol.

MADIGAN M. T, J. M. MARTINKO Yy J. PARKER. 2004. Brock Biologia de los
Microorganismos (10 ed.). Editorial Prentice Hall, Inc. 1011pp.

PORTER K. C. Y Y. S. FREIG. 1980. The use of DAPI for identifying and
counting aquatic microflora. Limnol. Oceanogr. 25(5): 943-948.

PRETSCHE., T. CLERC, J. SEIBL y W. SIMON. 1980. Tablasparalaelucidacion
estructural de compuestos organicos por métodos espectroscopicos
(1 ed.). Editorial Alhambra, Espafia. 525 pp.

SOTO L. 2001. Influenciadelasrel aciones bacterianas en el proceso de bio-
desulfuraci6n de hidrocarburos aromaéticos. Tesis Doctoral en Ecolo-
gia, Facultad de Ciencias, Universidad Central de Venezuela, Cara
cas. 150 pp.

STANIERR. Y., E. A. ADELBERG Y J. INGRAHAM. 1986. Microbiologia. Ver-
sion Espafiola actualizada de “The Microbial World” (4 ed.). Edito-
rial Reverté, S. A., Barcelona-Espafia. 931 pp.

VOLKERING F., A. M. BREURE., A. STERKENBURG Y J. G. VAN ADEL. 1992
Microbial degradation of polycyclic aromatic hydrocarbons. Effect
of substrate availability on bacterial growth kinetics. Appl.
Microbiol. Biotech. 36: 548-552.

VAN HAMME J, A. SING y O. WARD. 2003. Recent advances in petroleum
microbiology. Microbiology and Molecular Biology Reviews 67:
503-549.



