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RESUMEN 

A partir de muestras de suelos contaminados con hidrocarburos, se obtuvo un 
Cultivo Microbiano Mixto constituido por distintas cepas de bacterias y levaduras, 
de las cuales cuatro son bacterias Gram-negativas, identificadas como: 
Citrobacter diversus (BraaK) Werkman y Gillen 1932; Serratia marcencens Bizio, 
1823; Pseudomonas pseudomal/ei (Zopf) Redfearn, Palleronl y Stainer, 1966; 
Pseudomonas aeruglnosa (Schroeter) Migula, 1900; una del tipo Gram-positlva, 
Brevlbacterium sp (Bread) Colllns el a/., 1983; y dos levaduras: Gandida tropicalis 
y Gandida sp. 

Dicho cultivo posee la capacidad de biodegradar petróleo Maya, utilizándolo 
como una principal fuente de carbono y energla. 

La eficiencia de degradación se evaluó a nivel de matraz agitado durante 
un periodo de 28 dlas, mediante un diseño experimental en el que se 
contemplaron tres concentraciones de petróleo Maya (0.5, 1.0 y 2.0%), la adición 
de un tensoactlvo de orlgen qulmlco Biotrex y la aplicación de un proceso flslco de 
sonicación, con la finalidad de mejorar el proceso de biodegradaclón al 
Incrementar la emulslficación del petróleo en el medio llquldo. 

De los resultados de la evaluación se encontró que el cultivo mixto es 
capaz por si solo de llevar a cabo la blodegradaclón a una concentración optima 
de petróleo Maya del 1.0%, con un porcentaje de degradación del 35%. 



l. INTRODUCCION 

Desde tiempos muy antiguos existen registros de afloramientos ó derrames 
naturales de crudo. En el Medio Oriente y América estos registros hablan de la 
existencia de pequeñas lagunas de petróleo crudo o "chapopote", como lo 
llamaron los nativos que poblaron lo que ahora es la República Mexicana y el Sur 
de los Estados Unidos de América (Geyer, 1979). 

La cantidad estimada de hidrocarburos derramados en forma natural, es 
mucho mayor que la cantidad de éstos que permanecen en el medio ambiente, y 
es que la naturaleza ha podido controlar esta contaminación a través de 
mecanismos definidos de "autolimpieza". Por muchos años, los volúmenes de 
hidrocarburos que han ingresado al ambiente, se han eliminado, evitando su 
acumulación y efectos nocivos Inherentes (Schwartz y Leathen, 1976; Miguel, 
1973). 

Algunos investigadores pioneros en los estudios de la microblologia del 
petróleo, detectaron la presencia de microorganismos con capacidad de 
metabolizarlos y desde entonces, se ha podido elucidar que estos 
microorganismos y su capacidad biodegradativa, juegan un papel principal dentro 
de los mecanismos de "autolimpieza" de lugares contaminados con hidrocarburos 
(Schwartz y Leathen, 1976; Shennan y Levi, 1974). 

Además de la biodegradación, otros procesos como la evaporación, 
disolución y foto oxidación, serán los que ayuden a la naturaleza a eliminar los 
hidrocarburos contaminantes del ambiente. Sin embargo, el manejo de petróleo 
en cantidades cada vez mayores, ha traido desde aproximadamente 30 años, 
problemas cada vez mayores de contaminación por accidente en las maniobras 
de transporte o derrames accidentales (Bartha, 1977; IMP, 1979). 

Como resultado, en algunas áreas donde se realizan actividades petroleras 
ya se ha excedido la capacidad de los mecanismos naturales de autollmpleza y 
por consiguiente, el crudo y sus derivados han comenzado a acumularse en 
reservorios naturales, causando problemas de contaminación e impactos 
negativos en el medio ambiente (Charlar y Somerville, 1978; Sharpley y Kaplan, 
1976; Connel, 1980). 

La tendencia actual para acelerar los mecanismos naturales de 
autolimpleza asi como la búsqueda de soluciones a problemas ambientales, se ha 
enfocado fundamentalmente hacia el aspecto microbiológico y las tendencias 
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especificas que tienden a favorecer la degradación biológica de los hidrocarburos. 
(IMP, 1983). Tal es el caso de la biorremedlaclón la cual ha surgido recientemente 
como una 

alternativa tecnológica para la limpieza de suelos y acuiferos contaminados. Esta 
puede ser aplicada exitosamente cuando los contaminantes son compuestos 
orgánicos, ya que son biodegradables, como es el caso de los hidrocarburos. La 
biorremedlaclón no es algo nuevo, si no que es un proceso que se ha dado a lo 
largo de la vida del planeta, gracias a la actividad de los microorganismos que se 
encuentran en el suelo, los cuales se encargan de reciclar la materia y la energia. 
La blorremediación no viola la primera ley de la termodinámica, es decir que no 
destruye los contaminantes, los transforma en otros compuestos, por ejemplo en 
bióxido de carbono cuando hay una completa mineralización. Lo que si es 
deseable es que dicha transformación, ocurra hacia compuestos menos tóxicos 
(Saval, 1997). 

Se puede afirmar que el campo de la investigación básica efectuada sobre 
las bases de los procesos de biorremediación ya está cubierto (Bartha, 1977) lo 
que deja una excelente alternativa para la aplicación de todos los conocimientos y 
experiencias acumuladas. Esta aplicación contempla tres áreas fundamentales: 

• La modificación de las condiciones ambientales factibles de modificarse. 
• La inoculación efectiva con cultivos mixtos o cultivos de un solo 

microorganismo. 
• La modificación en el comportamiento del crudo contaminante 

haciéndolo más biodisponible. 

En este marco, algunos investigadores se han dado a la búsqueda de 
microorganismos que al aplicarlos sobre algún derrame de crudo puedan limpiarlo 
eficientemente (Atlas, 1977; Bartha, 1977; Friello 1976). 

Otros trabajan sobre el estudio de las implicaciones ecológicas que traerlan 
consigo estas prácticas y otros más están dedicados a mejorar las técnicas 
existentes, desarrollando nuevos fertilizantes oleofílicos, buscando nuevos cultivos 
o bien. estudiando la manera de estimular la microflora autóctona de diversos 
ecosistemas contaminados con hidrocarburos (Anderson y Coats, 1994; Atlas, 
1977). 

Algunos estudios microbiológicos en este aspecto, indican un aumento del 
número de microorganismos con capacidad biodegradativa (principalmente 
bacterias y hongos), con máxima actividad en los primeros meses después del 
ingreso del crudo, cuando se nota una disminución Importante de los 
hidrocarburos presentes. Asl se considera que el proceso natural de 
blodegradaclón es efectivo, y al desarrollar inoculantes con microorganismos 
autóctonos, a la vez que modificar algunas condiciones ambientales, se estará en 



condiciones de acelerar, en un momento dado, este proceso de blodegradaclón 
(IMP, 1983). 

En México existen diversos sitios contaminados con petróleo los cuales se 
encuentran prlnclpalmente al norte del Estado de Tabasco y al sur del Estado de 
Veracruz, por lo que actualmente se realizan proyectos de Investigación en el 
Instituto Mexicano del Petróleo trabajando en forma conjunta con otras 
Instituciones de Investigación. Uno de los objetivos de estos proyectos es el 
desarrollar las bases clentificas y tecnológicas para generar tecnologlas basadas 
en procesos de blorremedlaclón aplicados en suelos contaminados con petróleo, 
ya que actualmente en México, no existe un proceso biológico que resulte 
eficiente para la descontaminación de suelos contaminados por hidrocarburos. 

El presente estudio, pretende obtener y conservar un cultivo microbiano 
mixto, constituido por diferentes especies microbianas, con capacidad de 
blodegradar petróleo Maya después de una aclimatación sucesiva; lo que reincide 
en la Importancia que tiene la selección y aclimatación de copas susceptibles de 
metabollzar sustancias diflciles de degradar como una parte importante de un 
proceso de biorremediaclón. 
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11. ANTECEDENTES 

En el ambiente natural, la biodegradación de hidrocarburos se efectúa con 
la intervención de diferentes poblaciones microbianas. Es conocido el efecto del 
crudo sobre algunos ambientes, en el sentido de que estimula el crecimiento y la 
diversidad de algunas poblaciones microbianas. 

Dado que en el petróleo crudo hay una mezcla de cientos de substratos 
hldrocarbonados, es posible explicar que en los ambientes con un ingreso 
persistente de petróleo crudo, la población microbiana que utiliza hidrocarburos 
tenga una diversidad amplia bien establecida y forme parte de la microflora 
lndlgena de ese ambiente. 

En realidad, el ambiente tropical que prevalece en las zonas petroleras de 
México, asl como las chapopoteras (afloramientos naturales de crudo) desde hace 
miles de años, ha favorecido Ja presencia de una flora con capacidad 
biodegradativa bien establecida. Por lo que algunas investigaciones, actualmente 
están dirigidas hacia la estimulación de la biodegradación en suelo y en 
volúmenes limitados en agua dulce (IMP, 1983). 

Si se muestrean este tipo de ambientes, es posible separar las poblaciones 
en cultivos mixtos, por enriquecimiento en un medio mineral con petróleo como 
única fuente de carbono y energla. El aislamiento de cultivos puros puede 
realizarse cuando se busca algún microorganismo que tenga alguna capacidad 
metabólica especifica, sin embargo, conviene conservar los cultivos mixtos, 
activos, en las condiciones de laboratorio más semejantes a las ambientales; con 
la finalidad de producir masivamente los microorganismos hidrocarbonoclásticos 
propios de las zonas contaminadas, para que al aplicarlos nuevamente a su lugar 
de origen, lentamente con la modificación de los factores limitantes, contribuyan a 
la aceleración del proceso natural de biodegradción (IMP,1983). 

No obstante, en un Intento por hacer más rápido y efectivo el proceso de 
biodegradación, ya existen se han desarrollado algunas metodologlas sencillas y 
reproducibles, para que cualquier laboratorio de microblologla bien equipado, 
pueda aislar y reproducir masivamente los microorganismos autóctonos y 
adecuarlos para la Inoculación en su propio ambiente. A la vez, se han 
determinado las condiciones que más favorecen la actividad microbiana, para 
reproducirlas "in situ" (IMP, 1983). 



Keiji et al. en 1997, realizaron un aislamiento de un consorcio microbiano 
denominado SMB para analizar la biodegradación de cuatro muestras de crudo 
(Arabian ligero, Dubai, Maya y Shenglei) en comparación con la bacteria 
Acinetobacter sp; encontrando que el grado de degradación está en función de los 
distintos compuestos del crudo y donde la fracción saturada es más susceptible a 
la blodegradación que la fracción aromática, en las cuatro muestras de crudo. 

Chhatre et al. en 1996, con la finalidad de determinar el potencial de 
degradación de un consorcio microbiano con petróleo crudo Bombay pesado y del 
Golfo, realizaron un aislamiento de cinco bacterias, y encontraron que cuatro de 
ellas pudieron degradar el 70% del crudo, mientras que la quinta bacteria produjo 
un "biosurfactante", ramnolipido, que emulslficaba el crudo eficientemente 
permitiendo que se llevará a cabo efectivamente la degradación por los otros 
miembros del consorcio. El amplio rango de la capacidad hidrocarbonoclástica de 
estas bacterias seleccionadas del consorcio permitió llevar a cabo la degradación 
tanto de la fracción aromática como alifática del petróleo crudo, en un periodo de 
72 dlas. 

Igualmente, IMP en 1983, a partir del aislamiento de distintos cultivos 
mixtos los cuales fueron separados en sus cepas componentes, con el fin de 
caracterizarlos, encontraron distintas cepas de bacterias, levaduras y hongos 
filamentosos, a partir de muestras de la zona de Tampico. Los géneros 
encontrados fueron: Arthrobacter, Ac/Jromobacter, Pseudomonas, Bacl//us y 
Acinetobacter. 

En un proceso de biorremediación se involucran una serie de factores que 
determinan la actividad biológica de los microorganismos que participan en la 
degradación de los contaminantes en este caso de petróleo Maya. Estos factores 
que limitan la blodegradación de los hidrocarburos son principalmente: la 
disponibil\dad de nutrientes (nitrógeno y fósforo) y la disponibilidad del sustrato 
(los hidrocarburos son insolubles en agua), además de la temperatura, pH y el 
oxigeno disponible. 

La adición de tensoactivos (surfactantes) sintéticos ha resuelto 
satisfactoriamente el problema de la disponibilidad de los hidrocarburos 
Incrementando la biodegradación de derivados del petróleo como es el caso del 
naftaleno con Tritón X-100 (Volkering et al., 1995) o del pireno con Witconol SN 
70 (Thibault y Anderson, 1996). 

Por otra parte (Ronald,1984) menciona que de algunas investigaciones 
realizadas con 24 surfactantes, solo 5 de ellos incrementaron el crecimiento de la 
levadura Gandida lipolytica, mientras que los restantes fueron inhibitorios 
(especialmente los que contenlan fenal). Sin embargo, el estudio se complico ya 
que C. lipolytica pudo utilizar algunos de los surfactantes, como el Tween, como 
substrato de crecimiento. 



Resultados preliminares sobre la aplicación del surfactante Blotrex, Indican 
que en concentraciones de 2.5%, disuelve el 78% de petróleo Maya y en una 
concentración del 0.5% lo disuelve en un 28.15%, no resultando tóxico a ésta 
concentración (IMP, 1983). 

El uso de surfactantes biológicos también ha producido resultados 
positivos, tal es el caso de la dispersión del octadeno con un ramnolípldo 
producido por Pseudomonas, el cual llene un potencial para facilitar la 
blorremedlaclón de sitios contaminados con hidrocarburos que tienen una limitada 
solubilidad con el agua (Chen y Taylor, 1995). En todos los casos el mecanismo 
ha sido desorber al contaminante de Ja fase sólida en la que se encuentra alojado. 
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111. HIPOTESIS 

En este proyecto se propone demostrar las siguientes hipótesis: 

- El cultivo microbiano mixto originalmente aislado de suelos que se 
encuentran contaminados con hidrocarburos, tiene Ja capacidad de degradar a 
Jos hidrocarburos presentes en el petróleo Maya, utlllzándolos como única fuente 
de carbono y energía. 

- En la degradación del petróleo Maya por el cultivo mixto, la 
blodlsponlbllidad se puede favorecer, con la adición de un agente tensoactlvo de 
origen químico, o bien con Ja aplicación de un proceso flslco como es la 
"sonlcaclón". 



11. OBJETIVOS 

11.1. OBJETIVO GENERAL: 

Evaluar la capacidad de blodegradaclón de petróleo "Maya• por un cultivo 
microbiano mixto autóctono. 

11.2. OBJETIVOS PARTICULARES: 

• Aislar un cultivo microbiano mixto. =n capacidad de degradar petróleq Maya. 

• Evaluar la eficiencia de blodegradaclón del petróleo Maya, por el cultivo 
microbiano mixto obtenido. 

• Identificar las diferentes cepas pertenecientes al cultivo microbiano mixto. 
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111. METODOLOGIA 

1. Obtención del cultlvo mixto de la columna de aclimatación 

·El lnóculo con el cual se llevaron a cabo los ensayos, se aisló de suelos 
contaminados con petróleo y se propagó en el laboratorio, en una columna de 
vidrio empacada con piedra de tezontle con las siguientes caracterlsticas: 
dimensiones de 180 cm de alto por 0.8 cm de diámetro y la altura del empaque es 
de 140 cm, con un volumen de operación total de 900 mi. En la parte Inferior de la 
columna se colocó un difusor de poro mediano para el suministro de aire. 

Las condiciones de operación fueron las siguientes: La columna se 
mantuvo a temperatura ambiente, el pH se ajustó diariamente a 6.3, el aire se 
suministró de forma continua. Mientras que el medio de cu1tlvo se recirculó de 
forma continua a través de una bomba peristáltica y se cambió cada 15 dlas, 
realizando observaciones diariamente al microscopio como control, con el fin de 
confirmar la presencia de los microorganismos. 

La fuente de carbono fue el petróleo Maya, en una concentración del 1 % peso 
volumen. 

1.1. Observación microscópica del cultivo mixto 

Previo al aislamiento se realizó una observación microscópica, para 
reconocer los distintos tipos morfológicos de microorganismos existentes, en el 
cultivo mixto (bacterias, levaduras, hongos y actlnomlcetos). Aplicando una Unción 
de Gram (EPA, 1978), exclusivamente para el reconocimiento de las bacterias. 

Este procedimiento se llevó a cabo 3 veces antes del recambio del medio 
de cultivo a la columna. 

2 Alslamlenro de cada grupo microbiano a partir del cultlvo mixto en un 
medio de cultivo especifico 

Para confirmar la presencia de los distintos grupos microbianos que 
constituyentes del cultivo mixto, se realizó un aislamiento en placa por la técnica 
de estrla cruzada (Ver anexo 1), en las condiciones descritas en el cuadro 111.1., 
para cada uno de los grupos microbianos. 
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Cuadro ///. 1.- Condiciones de aislamiento para /os diferentes tipos morfológicos 

GRUPO MEDIO DE· TEMPERATURA TIEMPO DE 

MICROBIANO CULTIVO DE INCUBACION INCUBACION 

HONGOS Agar Dextrosa y 28ºC 24 hrs 
Papa 

LEVADURAS Agar Extracto de 30ºC 24 hrs 
Malta 

ACTINOMICETOS Medio mineral con 
agar especifico para 37ºC 24 hrs 

actinomicetos 
BACTERIAS Agarde Soya 37°C 24 hrs 

Tripticaselna 

La composición y el método de preparación de cada uno de los medios 
empleados se describe en el Anexo 1. 

2.1 Descripción de la morfología microscópica y colonial de cada una 
de las cepas aisladas 

Una vez concluido el tiempo de Incubación de las placas de agar 
correspondientes a cada grupo microbiano se realizó la descripción de la 
morfologla colonial y microscópica, de cada una de las diferentes colonias 
observadas, con un microscopio electrónico Olympus, modelo BH-2. Para 
observar microscópicamente a los microorganismos se realizó una Unción de 
Gram. 

Cada una de las distintas observaciones, fueron registradas 
fotográficamente, con una cámara adaptada a el mismo microscopio electrónico. 

22 Procedimiento para la conservación del cultivo mixto 

Una vez realizado el aislamiento de las diferentes cepas del cultivo mixto, 
se mantuvieron temporalmente en tubos de agar inclinado antes de su 
conservación de acuerdo con el grupo microbiano aislado. 

A estos microorganismos se les conservó en viales a -82ºC, en presencia 
de una solución amortiguadora. Por su alta viscosidad esta solución impide el 
daño físico a las bacterias y levaduras durante su conservación al generarse 
cristales de hielo, de tamaño reducido que no dañan la estructura celular, además 
de que contiene los elementos mlnimos requeridos para la conservación de las 

11 



células de. La conservación en viales tiene como objeto preservar viable a los 
microorganismos por un largo tiempo y mantener asl sus caracterlsticas, puesto 
que con las resiembras algunas de ellas pueden cambiar o perderse. 

El procedimiento fue el siguiente: 

1. Se preparó una solución amortiguadora o de conservación de 
microorganismos (para su composición ver Anexo 1 ). 

2. Se tomaron cinco mi del medio de conservación con una pipeta 
automática marca Oxford, para volúmenes macros de 5 a 10 mi con 
incrementos de 0.2 mi y reproducibllidad de ± 0.5%; agregándose a cada 
tubo para en seguida resuspender totalmente la cepa. 

3. Posteriormente se vaciaron en un vial, haciendo una mezcla de ellas. 

4. Finalmente se selló el vial a presión y se le asignó un registro, 
guardándolo en una Ultracongeladora "Ultra - Low Freezer". 
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3. Identificación bioquimlca de las diferentes cepas aisladas 

Una de las metodologías para la identificación de un microorganismo >;e 
basa en la determinación de sus características metabólicas para ciertos 
substratos, las cuales se identifican mediante la utilización de pruebas 
bloqulmicas especificas. 

Las pruebas bioquímicas son pruebas simples que están diseñadas para 
Indicar en forma clara y precisa la presencia o ausencia de una enzima o grupo de 
ellas, así como de metabolitos específicos. 

Con la finalidad de identificar cada una las cepas que constituyen al cultivo 
microbiano mixto, se utilizaron los siguientes equipos comerciales de ;dentificación 
de pruebas bioquímicas, denominados Sistema de Identificación API , certificados 
por ISO 9002: 

• API Coryne: para bacilos Gram-positivos. 
• AP/ 20 E: para Enterobacteriaceae y otros bacilos Gram-negativos. 
• API 20 Caux: para levaduras. 

El AP/ Coryne, es un sistema de identificación en 24 horas de bacterias 
corlneformes aisladas en cllnica, mediante tests estandarizados y miniaturizados, 
unidos a una base de datos especialmente adaptada. Para realizar las pruebas se 
utilizó una galerla compuesta por 20 mlcrotubos que contenlan substratos 
deshidratados para el estudio de enzimas o la fermentación de azúcares. Los 
tests enzimáticos se Inocularon con una suspensión densa para rehidratar los 
substratos enzimáticos. 

Las reacciones producidas durante el periodo de incubación se tradujo en 
cambios de coloración espontánea o revelados por la adición de reactivos. Los 
tests de fermentación de carbohidratos se inocularon con un medio enriquecido 
(conteniendo un indicador de pH) para rehldratar los substratos azucarados. La 
fermentación de carbohidratos produjo una acidificación que se traduce en un 
viraje espontáneo del indicador coloreado. 

Después de la incubación, 24 horas a 35-37ºC, la lectura de las reacciones 
se realizó visualmente con la tabla de lectura con la ayuda del ATB Plus. 

El API 20 E, es un sistema para la identificación de las Enterobacteriaceae 
y otros bacilos Gram-negativos, mediante 23 tests bioqulmicos eslandarizados y 
mlniaturizados, y una base de datos. Para realizar estas pruebas se utilizó una 
galerla que consta de 20 microtubos que contenían los substratos deshidratados. 
Los tests se inocularon con una suspensión bacteriana para rehidratar los medios. 
Durante la incubación el metabolismo de la bacteria produjo cambios de color 
espontáneos o bien al añadir reactivos. 
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La lectura de las reacciones se hizo de acuerdo a el programa informático 
de identificación, de este sistema. 

El API 20 Caux, es un sistema de identificación precisa de levaduras. Para 
realizar las pruebas de identificación se utilizó una galeria compuesta por 20 
cúpulas que contenlan substratos deshidratados que permitieron efectuar 19 tests 
de asimilación. Las cúpulas fueron inoculadas con un medio semisólido donde 
sólo crecieron las levaduras que fueron capaces de utilizar el substrato 
correspondiente. 

La lectura de estas reacciones se hizo por comparación con los controles 
de crecimiento. 

En el Anexo 2, se encuentra los procedimientos de identificación bioquimlca 
para cada grupo microbiano. 

La secuencia para la identificación de los distintos microorganismos 
(bacterias: Gram-positlvas y Gram-negatlvas asl como levaduras), se encuentran 
resumidas en las Figuras: 11.1 ., 11.2. y 11.3. 
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4. Cinética preliminar de crecimiento microbiano en petróleo Maya 

Con el propósito de observar el comportamiento del cultivo microbiano 
mixto, y poder establecer las condiciones del sistema como son: concentración del 
lnóculo, temperatura y agitación, se realizó una cinética preliminar de crecimiento 
microbiano a nivel de matraz mediante el siguiente procedimiento: 

1. Se tomó una alícuota de 20 mi del inóculo de la columna que contenla el 
cultivo microbiano mixto y petróleo Maya como fuente de carbono. 

2. Posteriormente se centrifugó a una velocidad de 25000 r.p.m., durante 
15 minutos con una centrifuga modelo APIVD, ASMED, después se 
desechó el sobrenadante y se lavó el paquete celular con solución salina 
(NaCI al 0.85%) y se centrifugó nuevamente. Después ,.,1 inóculo fue 
ajustado a una densidad óptica de 0.2 de absorbancia a 660 nm, con un 
espectrofotómetro modelo Spectronlc 200, Milton Roy. 

3. Se prepararon tres serles de matraces con deflectores de 250 mi, con 
100 mi de medio de cultivo Lebac (IMP, 1983) y con 0.1 g de petróleo 
Maya, agregándole el 10% de inóculo más el surfactante (Biotrex) en 
una concentración del 0.5%. 

4. Entonces se Incubó en agitación constante a 100 r.p.m. a una 
temperatura de 30° C, durante un periodo de 216 horas. 

5. Finalmente los matraces se sacaron de la agitadora cada 24 horas, para 
evaluar el crecimiento de la población mediante el conteo de las 
unidades formadoras de colonias (UFC/ml), utilizando la técnica de 
vaciado en placa (Ver Anexo 1 ). 

Los resultados de esta cinética nos permitió establecer las condiciones en 
las cuales se llevarla a cabo la evaluación de la capacidad de degradación del 
cultivo en petróleo Maya. 
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5. Determinación de la relación entre el valor absoluto de HTP y el peso en 
gramos del petróleo Maya 

La metodologla propuesta en el presente trabajo para evaluar la 
degradación del petróleo Maya, fue mediante la cuantificación de HTP por el 
Método 418.1 (IMP QA 619) en el laboratorio Espectrofotometrlas del IMP. De tal 
manera que para conocer la relación entre los HTP y los gramos de petróleo 
Maya, se envió a analizar una serie de muestras que se tomaron como referencia, 
cuya cantidad de crudo Maya fue de: 0.25, 0.5, 0.75 y 1.0 gr. 

Una vez obtenidos los resultados de los valores de HTP correspondientes a 
cada una de las muestras, cuya cantidad de petróleo Maya fue de: 0.25, 0.5, 0.75 
y 1.0 g., se encontró el equivalente del valor absoluto de HTP a un gramo de 
petróleo maya, como se representa en la Gráfica 111.1. 

Gráfica///. 1. Relación entre los valores absolutos de HTP 
y /os gramos de petróleo Maya 
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2500 5000 7500 10000 
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1.12a 1.soo 
9 998 10,000 

El coeficiente de correlación encontrado de los datos anteriores fue de: 
0.9985, lo cual muestran la confiabilidad entre ambos datos. 
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6. Evaluación de la capacidad de degradación del cultivo mixto, con la 
adición de un tensoactivo y la aplicación de un proceso físico de 
"sonlcaclón" 

Para evaluar la capacidad de degradación del cultivo microbiano mixto 
obtenido a partir de la selección de las cepas degradadoras, se propuso un 
diseño experimental el cual contempla el desarrollo de tres tratamientos y un 
control, con sus respectivos blancos. 

Un paso importante para llevar a cabo la degradación del petróleo es que 
éste se encuentre emulsificado, con el fin de que sea transportado más fácilmente 
al interior de las células para su posterior blodegradación. 

En el presente trabajo, la emulsificación del petróleo se realizó en dos 
formas, una mediante la adición de un tensoactivo de naturaleza qulmica (Biotrex) 
en una concentración del 0.5%, y la otra por "sonlcaclón", con la finalidad de 
mejorar la blodlsponlbllidad. 

El sistema utilizado en el diseño experimental, fueron matraces Erlenmeyer 
de 250 mi con un volumen de 100 mi de medio de cultivo en agitación (150 r.p.m.) 
con una agitadora New Brunswlck Sclenllfic, modelo G-53, durante un tiempo de 
Incubación de 28 dlas, dentro de un cuarto obscuro a una temperatura de 30ºC. 

El lnóculo del cultivo mixto para el sistema antes mencionado se preparó de 
acuerdo a el siguiente procedimiento: 

1. De cada tubo Inclinado el cual contenla cada una de las cepas, se 
preparó una suspensión con solución salina. 

2. Posteriormente se mezclaron en un solo recipiente todas las 
suspensiones. 

3. Finalmente se ajustó la suspensión total a una absorbancia de 660 nm y 
mediante el conteo directo de microorganismos en una cámara de 
Petrott-Hausser y en placa mediante Ja técnica de vaciado en placa. 

4. La concentración final de microorganismos en el sistema fue entre: 1 E+ 
07 y 1E + 09 UFC/ml. 

La evaluación de la capacidad de degradación del Cultivo Mixto se realizó 
de acuerdo al diseño experimental, representado en el cuadro 111.2. 
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Cuadro 111.2.· Diseño experimental de Ja evaluación de Ja capacidad degradadora 
del cultivo microbiano mixto, con la adición de un tensoactivo y la 
aplicación de un proceso físico de sonicación 

Conc. de Conlrol Tratamiento A Tratamiento B Tratamiento C 
Petróleo Maya 

Tensoaclivo(-) T ensoactivo( +) Tensoactivo(-) Tensoactivo(+) en% 
Sonicación (-) 

Sonicación (·) Sonicación (+) Sonicación (+) 

a Ctrla Aa Ba Ca 

I0.5%1 

b Ctrlb Ab Bb Cb 

(1%) 

e Ctrlc Ac Be Ce 

(2%) 

La descripción da cada uno de los tratamientos del diseño experimental es la 
siguiente: 

Control : Se prepararon tres señes de matraces con 100 mi da medio de 
cultivo IMP Lebac, y se les agregó petróleo Maya en una concentración del: 
0.5, 1 y 2% respectivamente, más 2.1 mi de inóculo. 

• Tratamiento A: Se prepararon tres matraces, con 100 mi de medio de cultivo 
IMP Lebac, y petróleo Maya en concentraciones similares al tratamiento 
anterior, más 2.2 mi de inóculo y se le agregó el tensoaclivo (Biotrex) en una 
concentración del 0.5%. 

• Tratamiento B: Se prepararon tres series de matracas, con 100 mi de medio 
de cultivo IMP Lebac y petróleo Maya en concentraciones similares al 
tratamiento anterior, más 2.4 mi de inóculo. Cada matraz fue sometido a 
"sonlcación" durante de 30 minutos. 

• Tratamiento C : Se prepararon tres series de matraces, con 100 mi de medio 
de cultivo IMP Lebac más petróleo Maya en concentraciones similares a el 
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tratamiento anterior, con 2.3 mi de inóculo. Igualmente cada matraz fue 
sometido a "sonlcación" durante 30 minutos y se le adicionó el tensoactivo 
Biotrex en la misma concentración. 

Para cada tratamiento y concentración se corrió un blanco el cual no 
contenía microorganismos. 

El volumen de lnóculo ·para cada tratamiento se ajustó previamente, con la 
finalidad de obtener una concentración de 5.5 E+09 UFC/ml, la cual se obtuvo 
durante la cinética de crecimiento microbiano. 

Todos los tratamientos se Incubaron en agitación constante (100 r.p.m.), a 
temperatura ambiente durante 28 días. 
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7. Extracción y cuantificación del petróleo residual, mediante el método 
418.1 modificado 

La extracción del petróleo residual se llevó a cabo una vez cumplidos los 28 
días del periodo de incubación de cada una de los matraces correspondientes a 
cada tratamiento. 

A continuación se describe la técnica empleada para la extracción del 
petróleo (Odu, 1977), la cual fue modificada con el propósito de obtener mejores 
resultados: 

1. El contenido de cada matraz se agregó a un embudo de separación, con 
el fin de separar Ja fase acuosa de la orgánica. 

2. Posteriormente se adicionaron al embudo 40 mi de dlclorometano, del 
cual se tomó una pequeña porción para disolver el petróleo adherido a 
las paredes del matraz, siendo este devuelto al mismo embudo. 

3. Se agitó fuertemente, y se dejó reposar durante 12 horas 
aproximadamente, hasta observar que se rompiera la emulsión formada 
entre el solvente y la fase acuosa. 

4. En un matraz redondo de fondo plano de boca esmerilada, se recibió 
una primera fracción orgánica a través de un embudo el cual contenla 
fibra de vidrio y un gramo de sulfato de sodio anhidro, esto con la 
finalidad de absorber el exceso de humedad de la muestra. 

5. Nuevamente se agregó dlclorometano al embudo de separación, para 
poder extraer por completo todo el petróleo agitando nuevamente y 
dejando reposar de 30 a 60 minutos recibiendo en el mismo matraz la 
segunda fracción orgánica y desechando la fase acuosa. 

6. El diclorometano se eliminó por evaporación utilizando un evaporador 
rotatorio, Verdampter W1. 

7. El petróleo concentrado en el matraz se resuspendió y aforó a 50 mi con 
tetracloruro de carbono. 

8. Dicho volumen se vació a un frasco de vidrio color ámbar lavado 
previamente con mezcla crómica, sellado perfectamente y etiquetado. 

9. Finalmente cada una de las muestras se enviaron a analizar al 
Laboratorio de Espectrofotometrias del IMP, con el propósito de 
cuantificar la biodegradación del petróleo Maya mediante el método JMP
QA619 (Método 418.1 modificado). 
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8. Anállsls EstadlsUco. 

Para este experimento el tratamiento estadlsllco se realizó mediante el 
método de análisis de varianza bifactorial (ANOVA), con el paquete estadlstico 
SAS versión 6.02 y el Statgraphlcs versión 5. 

Para probar el efecto de los distintos tratamientos en la degradación de 
HTP, empleando distintas concentraciones de petróleo Maya, se propuso un 
diseño experimental con 2 factores de 4 y 3 niveles respectivamente y todas las 
interacciones posibles. 

Los factores y sus respectivos niveles fueron los siguientes: 

• TRATAMIENTO : 
Concrol: sin tensoactlvo ni sonlcaclón 
A: con tensoactivo sin sonlcaclón 
B: con sonicaclón sin tensoactivo 
C: con tensoactlvo y sonicaclón. 

• CONCENTRACION : petróleo Maya a 0.5%, 1.0% y 2.0%. 

La variable de respuesta fue: La fracción de HTP degradada. 

La fracción se calculó como el resultado del cociente de los valores de 
HTP, correspondientes a la diferencia del blanco y la concentración final 
obtenida para cada uno de los matraces entre el valor del blanco 
respectivo, es decir: 

Fracción de HTP degradada: ppm del blanco - ppm de cada matraz 
ppm del blanco 

Con estos resultados se realizó el análisis estadlstico. 
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Bajo el diseño planteado para este experimento, se plantearon las 
siguientes hipótesis: 

Hipótesis nula (H.): No existe diferencia significativa entre los factores 
planteados con respecto a la fracción de HTP degradada. 

Hipótesis alterna (H,J: Si existe diferencia significativa entre los factores 
planteados con respecto a la fracción de HTP degradada. 

Nota: Se considera que se rechazará Ja hipótesis nula a un nivel de 
slgnlficancla estadlstica de P < 0.05. 
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VI. RESULTADOS 

1. Obtención del cultivo microbiano mixto 

f. f. Observación microscópica del cultivo mixto m<Jd/ante tlnc/6n de 
Gram 

Se observó en el cultivo mixto, la presencia abundante de bacterias Gram
negatlvo y en menor proporción bacterias Gram-posllivo y levaduras. 

No se observó la presencia de estructuras relacionadas con hongos, como 
fragmentos de hifas, ni de esporas. 

2. Aislamiento de los distintos grupos microbianos del cultivo mixto. 

En total se aislaron 7 cepas de las cuales 2 son levaduras y 4 
correspondientes a bacterias Gram-negatlvo predominando en forma de bacilos y 
bacilos cortos, y 1 tipo de bacilos Gram-posltivo. 

A continuación en el cuadro Vl.1, se describe Ja morfología colonial y 
microscópica de las siete cepas aisladas, las cuales conforman el cultivo mixto. 
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Cuadro Vl.1. Morfo/og/a colonial y microscópica de cepas aisladas en agar TSA y 
YM 

CLAVE DE 
LA CEPA 

T-1 

T-11 

MORFOLOGIA COLONIAL ·.' 
: •. - ~·' ' \ ,t 

Forma circular. Bordes regulares. Elevación 
abovedada. Luz transmitida opaca. Apariencia 
húmeda. Color blanca. Consistencia cremosa. 
Forma circular. Bordes regulares. Elevación 
abovedada. Luz transmitida translúcida. 
Apariencia húmeda. Color blanca. Consistencia 
cremosa. 

Bacilos largos. rectos y curvos; 
en cadenas. 
Gram-positivo 
Cocos y bacilos rectos en 
cúmulos. 
Gram.negatlvo 

T- 111 Forma circular. Bordes regulares. Elevación Cocos en cúmulos y cadenas. 
convexa baja. Luz transmitida opaca. Gram negativo 
Apariencia húmeda. Color: rojo. Consistencia 
cremosa. 

T- IV Forma circular. Bordes regulares. Elevación Bacilos largos y cortos, rectos y 
abovedada. Luz lransmitida opaca. Apariencia ligeramente curvados en 
húmeda. Color beige. Consistencia cremosa. cúmulos. 

Gram negativo 
T-V Forma circular. Bordes irregulares. Elevación Bacilos largos, rectos en 

c-:invexa baja. Luz transmitida opaca. cadenas. 
Apariencia húmeda. Color café. Consistencia Gram negativo 
cremosa. 

A Forma circular. Bordes regulares. Superficie Levaduras 
ruaosa. Luz transmitida ooaca. Color blanca. 

B Forma ellptica. Bordes regulares. Superficie Levaduras con seudohifas 
rugosa. Luz transmitida opaca;. Color blanca. 
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3. /dentlflcaclón Bloqulmlca de las diferentes cepas aisladas 

La Identificación de los microorganismos se realizó mediante la base de 
datos electrónica de cada uno de los sistemas de identificación API. esto es 
haciendo una comparación por medio de una computadora. entre el perfil 
numérico que se obtiene a partir del conjunto de reacciones positivas y la base de 
datos antes mencionada. 

Las pruebas bioqulmlcas que ayudaron a la identificación de los distintos 
microorganismos aislados, de acuerdo al Sistema de Identificación API se 
encuentran resumidos en las tablas Vl.1, Vl.2 y Vl.3., para las bacterias Gram
posltlvo, Gram-negativo y levaduras respectivamente. 
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Tabla Vl.1. Resultados de las pruebas bioquimicas que ayudaron a la 
identificación de la bacteria Gram-positivo, T-1 

REACCIONES 

Reducción de 
nitratos 

Pirazinamidasa 
Ptrrolidonil 
Arilamidasa 

Fosfatasa Alcalina 
bela (]lucuronidasa 
beta alucosidasa 
alfa alucosldasa 

N·ateUl-p 
Glucosaminidasa 

Esculina (p 
Qlucosidasa) 

U re asa 
Gelatina lhidróllsisl 

Control 
lfermentaci6n) 

Glucosa 
Rlbosa 
Xilosa 

Manilol 
Maltosa 
Lactosa 

Sacarosa 
GhCOQeno 
Calalasa 

RESULTADOS 
CEPAT-1 

SUMA 

o 

Con base en los resultados obtenidos a partir de las pruebas bioqulmicas, la 
cepa T-1 corresponde presuntivamente al género: Brevibacterium sp. (Breed) 
Collins et al., 1983. 

29 



Tabla Vl.2. Resultados de tas pruebas bloqu/micas que ayudaron a la 
identificación de las bacterias Gram-negativo: T-11. TI//, TIV y TV 

SUBSTRATO RESULTADO SUMA RESULTADO SUMA RESULTADO SUMA RESULTADO SUMA 

Ortonitrofenolgal 
actosido 
Arglnina 
U silla 

Omitina 
Citrato sódico 

Tiosulfalo sódlCO 
Urea 

Triplófano 
Triplofano 

Piruvato a6dico 

Gelatina de 

""''" Glucosa 
Manitol 
lnosito 
Sorbitol 

Sacarosa 
Meliblosa 

Amigdalina 

Citocromo 
OJlidasa. 

CEPA T-11 CEPA T-111 CEPA T-IV CEPA T-V 

En el Anexo 2 se encuentra la tabla de lecturas donde se mencionan el tipo 
de enzima correspondiente a cada substrato. 

Los resultados de la Identificación correspondiente a cada cepa son: 

Cepa T-11: corresponde a Citrobacter diversus (BraaK) Werkman y 
Gillen, 1932. 

Cepa T-111: corresponde a Serratia marcescens Bizio, 1823. 

Cepa T-IV: corresponde a Pseudomonas pseudomalfei (Zopf) 
Redfearn, Palleroni y Stalner. 1966. 

Cepa T-V: corresponde a Pseudomonas aeruginosa (Schroeter) 
Migula, 1900. 
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Tabla Vl.3. Resultados de las pruebas bloqu/micas que ayudaron a la 
identificación de las levaduras: A y B 

PRUEBA 

o 
Glucosa 
Glicerol 

2 kelo·D· 
nluconato 

L-arabinosa 
0-xilosa 
Adonitol 

Xilitol 
Galactosa 

lnosilol 
Sorbitol 

a.-metilD· 
,,lucosamina 
N·acetil·D· 
lucosamin<i 
Cek>biosa 
Lactosa 
Maltosa 

Sacarosa 
Treha!osa 
Melezitosa 
Rafinosa 

LEV. A LEV. A SUMA 
REAC. 24 REAC. 48 

H H 

LEV. B 
REAC.24 

H 

SUMA 

Los resultados de la identificación correspondiente a cada levadura son: 

Cepa A: corresponde a Gandida tropical/is 

Cepa B: corresponde a Gandida sp. 
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3.1. Descripción y clasificación taxonómica de los distintas especies 
Identificadas 

A continuación se presenta la clasificación taxonómica, según (Manual 
Bergey's, 1994), de los distintos géneros de bacterias identificados. Así como una 
breve descripción de las caracteristicas más importantes de cada uno de ellos. 

Reino: Procariotae 
División 11: Bacteria 
Grupo 20: Bacilos Irregulares no esporulantes Gram-positivo 
Familia: Brevibacterlaceae 
Género: Brevibacterium 

Las células en cultivos jóvenes crecen como bacilos Irregulares, miden de 
0.6-1.2 x 1.5-6 µm, arreglados solos o en pares y frecuentemente angulados para 
crear formas de " V". Pueden ramificarse, pero sin formar un micelio. En cultivos 
viejos, los bacilos se segmentan como pequeños cocos. Son Gram-posltlvos pero 
fácilmente decolorizados. No son móviles, no esporulantes, no producen ácidos 
grasos. Son aerobios estrictos; muestran colonias amarillo-anaranjadas o 
pigmentos púrpuras. Son quimloorganotróficos, con metabolismo respiratorio. 
Poco o nada de ácido es producido por glucosa u otros carbohldratos. Tiene una 
respuesta positiva a la catalasa, la gelatina y caseína son usualmente 
hldrolfzados, frecuentemente producen metanetiol de fa L-metionlna. Le 
temperatura óptima bajo la que crecen es entre 20-35ºC. Están ampliamente 
distribuidos por ejemplo en productos lácteos, o encontrados en Ja piel del 
humano. 

Con base a Ja Identificación realizada, Brevlbacterlum sp. presentó las 
siguientes caracterlsticas: Colonia blanca de consistencia cremosa opaca, con 
crecimiento de bacilos largos, rectos y curvos, arreglados angularmente en pares 
formando cadenas y "V". Gram-positivo. No son móviles. Con respuesta positiva a 
Ja a-glucosa y a Ja catalasa. Temperatura optima a Ja que crecieron 37ºC (Ver 
figuras: VI. 1 y VI. 2). 

Reino: Procarlotae 
División 11: Bacteria 
Grupo 5: Bacilos facultativos anaeróbicos Gram-negativos. 
Subgrupo 1: Familia: Enterobacterlaceae 
Género: C/trobacter 

Bacilos rectos que miden aproximadamente 1µm de diámetro y 2-6µm de 
longitud. Crecen solos o en pares. Son Gram-negativo. Usualmente tienen 
movilidad por flagelos perltrfcos. Son anaerobios facultativos 
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qulmioorganotróficos, tienen ambos metabolismos por respiración y fermentación. 
la temperatura óptima a la que crecen es 37ºC. la O-glucosa y otros 
carbohldratos son catabolizados con la producción de ácido y gas. Respuesta a la 
oxidasa: negativa, a la catalasa: positiva, al metil rojo: positiva, usualmente a al 
citrato: positiva, al Voges-Proskauer: negativa y a la lisina descarboxilasa: 
negativa. Reducen nitratos. Usualmente fermentan carbohidratos incluyendo l
arablnosa, celobiosa, glicerol maltosa y 0-xilosa: Se desarrollan en las heces 
fecales de humanos y animales, probablemente como habitantes internos de los 
Intestino. Frecuentemente se aislan de especies clinicas como patógenos 
oportunistas también pueden encontrarse en et suelo, agua, alimentos y aguas 
residuales. 

Con base en ta identificación de Citrobacter diversus, esta presentó las 
siguientes características: Colonia de fonna circular, blanca, translúcida de 
consistencia cremosa. Coco-bacilos rectos, arreglados en cúmulos, solos o en 
pares. Gram-negativo. No se les registró movimiento. Con respuesta positiva a: P
galactosidasa, glucosa, lislna descarboxilasa, ornitlna descarboxilasa, trlptófano 
desamlnasa, manito!, sorbltol, ramnosa, sacarosa, melibiosa, amigdalina y 
arablnosa. Temperatura óptima de crecimiento 37ºC (Ver figuras: Vl.3 y V/.4). 

Reino: Procariotae 
División 11: Bacteria 
Grupo 4: Bacilos anaeróbicos facultativos Gram-negativo 
Subgrupo 4A: Familia: Enterobacteriaceae 
Género: Serrat/a 

Bacilos rectos, miden de 0.5-0.8µm de diámetro y 0.9-2.0µm de longitud. 
Son Gram-negativo. Presentan movilidad por flagelos peritrícos. Son anaerobios 
facultativos qulmloorganotróficos, tienen ambos metabolismos por respiración y 
fermentación. Crecen a una temperatura entre 30-37ºC. la O-glucosa y otros 
carbohidratos son catabolizados con la producción de ácido y frecuentemente con 
gas. Presentan una respuesta a el Indo! negativa, a la prueba de Simmons 
positiva; a la de Voges-Proskauer, usualmente es positiva. la mayoria de las 
especies tienen una respuesta positiva a la lisina descarboxilasa y a la ornitina 
descarboxilasa. No producen H,S; no hidrolizan urea. la gelatina es generalmente 
hidrolizada. la mayoria produce fuertemente O-nasa e hidroliza granos de aceite. 

Reduce nitratos. Fermentan carbohidratos por todas o la mayoría de las 
rutas incluyendo maltosa, O-manito!, 0-manosa, salicina suerosa incluyendo 
trealosa. Se desarrollan en algunos humanos, en suelo, en la superficie de las 
plantas y en otros sitios ambientales y en el tracto digestivo de roedores e 
Insectos. Serratia marcescens es un patógeno prominentemente oportunista en 
hospitales, causando septicemia e Infecciones en las vlas urinarias. 
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Con base en la identificación de Serratia marcescens, esta presentó las 
siguientes características: Colonia de forma circular, roja, opaca de consistencia 
cremosa. Coco-bacilos con arreglo en cadena. Gram-negativo. No se les registró 
movimiento. Temperatura óptima de crecimiento 37ºC. Respuesta positiva a: 13-
galactosidasa, glucosa, sacarosa,melibiosa, amigdalina, lisina, ornitina, citrato 
sódico, producción de acetoina, gelatinasa, manito!, inositol, sorbitol (Ver figuras: 
V/.5 y Vl.6). 

Reino: Procariotae 
División 11: Bacteria 
Grupo 4: Bacilos y Cocos microaereofilicos aeróbicos Gram-negativo 
Subgrupo 4A: Familia: Pseudomonadaceae 
Género: Pseudomonas 

Bacilos rectos o ligeramente curvados, no helicoidales, miden 
aproximadamente 0.5-1.0 x 1.5-5.0 µm. Algunas especies acumulan poli-fl
hldroxibutirano o carbono como material de reserva, aparentemente cono 
Inclusiones sudanofilicas. Ellos no producen prosteca y no están rodeados por 
una envoltura. Sus células tiñen Gram-negativo. Presentan movimiento por uno o 
varios flagelos localizados en la parte polar; raramente son inmóviles. En algunas 
especies también se pueden formar flagelos laterales de longitud corta. Tienen 
respiración aeróbica estricta típica de su metabolismo con oxigeno con un electrón 
aceptar en la terminal; en algunos el nitrato puede ser usado como un aceptar 
alternativo de electrones, permitiendo que ocurra el crecimiento anaeróblco. La 
mayorla de las especies requieren de compuestos orgánicos para su crecimiento. 
Tienen un respuesta positiva o negativa a la oxidasa, positiva a la catalasa y son 
quimloorganotróficos; algunas especies son quimiolitotróflcos facultativos, son 
capaces de usar H, o CO como fuente de energla. Están ampliamente distribuidos 
en la naturaleza. Algunas especies son patógenas de los humanos, animales y 
plantas. 

Con base en la Identificación de Pseudomonas pseudomal/e/, ésta 
presentó las siguientes caracterlsticas: Colonia de forma circular, beige, opaca de 
consistencia cremosa. Bacilos largos y cortos, rectos y ligeramente curvados, 
arreglados en cúmulos. Gram-negativo. No se les registró movimiento. Con 
respuesta positiva a: arginina, citrato sódico, producción de acetoina, glucosa, 
sacarosa, sorbitol y citocromo oxidasa. Temperatura óptima a la que crecieron 
37°C (Ver figuras: Vl.7 y Vl.8). 

Pseudomonas aeruginosa, presentó las siguientes características: 
Colonia de forma circular, café, opaca de consistencia cremosa. Bacilos largos y 
rectos. Gram-negativo. No se les registró movimienlo. Con respuesta positiva a: 
arglnlna, citrato sódico, gelatinasa al citocromo oxidasa. Temperatura óptima a la 
que crecieron 37ºC (Ver figuras: Vl.9 y Vl.10). 
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A continuación se presenta la clasificación correspondiente a los géneros 
de levaduras Identificadas, según Margulis, 1980. 

Reino: Monera 
Phylum: Ascomlcetos 
Clase: Hemlascomlcetes 
Género: Candlda 

Candlda tropical/Is, presentó las siguientes caracterlsticas: Colonia de 
forma clrcular, blanca, opaca de superficie rugosa. Levaduras. Después de 48 
horas con reacción positiva a: glucosa, glicerol, N-acetil-D-glucosamina. 
Temperatura óptima de crecimiento 30ºC (Ver figuras: VI. 11 y VI. 12). 

Candlda sp.. presentó las siguientes caracterfsticas: Colonia de forma 
ellptlca, blanca, opaca de superficie rugosa. Levaduras con seudohlfas. Después 
de 48 horas con reacción positiva a: glucosa, 2 keto-D-gluconato, D-xlfosa, 
galactosa, sorbltol, maltosa, sacarosa, trehalosa, melezitosa y N-acetil-0-
glucosamlna. Temperatura óptima de crecimiento 30ºC (Ver figuras: Vl.13 y 
Vl.14). 
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Figura VI .1 .- Morfología colonial de Brevibacterium sp. 

Figura Vl.2.- Morfología microscópica de Brevibacterium sp. 



Figura Vl.3.- Morfología colonial de Citrobacter diversus 

Figura Vl.4.- Morfología microscópica de Citrobacter diversus 



Figura Vl.5.- Morfología colonial de Serratia marcescens 

Figura V/.6.- Morfología microscópica de Serratia marcescens 



Figura Vl.7.- Morfología colonial de Pseudomonas pseudomallei 

Figura Vt.8.- Morfología microscópica de Pseudomonas pseudomallei 



Figura Vl.9.- Morfología colonial de Pseudomonas aeruginosa 

Figura Vl.10.- Morfología microscópica de Pseudomonas aeruginosa 



Figura Vl.11.- Morfología colonial de Gandida tropical/is 

Figura Vl.12.- Morfología microscópica de Gandida tropical/is 



Figura Vl.13.- Morfología colonial de Gandida sp. 

Figura Vl.14.- Morfología microscópica de Gandida sp. 



4. Cinética de crecimiento microbiano preliminar en petróleo Maya 

Los resultados obtenidos de la concentración microbiana se encuentra en 
las tablas Vl.4. y Vl.5., y su tendencia a través del tiempo se representa en la 
gráfica Vl.1. Donde se observa que el cultivo mixto que crece en petróleo Maya no 
requiere de una fase de adaptación previa, iniciando su crecimiento de manera 
inmediata hasta un lapso de 72 horas, de acuerdo con los datos determinados 
para la velocidad de crecimiento especifico máximo aparente. 

Tablas Vl.4. y Vl.5. Crecimiento microbiano en UFC/ml 

Loa del valor oromedio 
TIEMPO MATRAZ 1 MATRAZ2 . MATRAZ3 TIEMPO MATRAZ1 MATRAZ2. MATRAZ3 

·chrl CUFC/mll CUFCJmn (UFC/mll (hrl 
o 6.BOE+05 1.29E+08 1.40E+08 o 5.8325 8.1089 8.1446 
24 1.34E+09 1.53E+09 1.09E+09 24 9.1271 9.1847 9.0390 
48 3.86E+09 2.54E+09 1.74E+11 48 9.5860 9.4040 11.2405 
72 4.62E+10 7.85E+10 8.20E+11 72 10.6642 10.8949 11.9138 
216 7.70E+OB 1.67E+09 1.97E+09 216 8.8865 9.2227 9.29334 
360 2.4BE+09 1.73E+09 1.93E+09 360 9.3945 9.2380 9.28566 

A partir de estos datos se calcularon las velocidades de crecimiento 
especifico como µ ~·aparente, para cada una de las cinéticas: µ, (0-24 h) para el 
matraz 1: 0.1372 h.,, µ 2 (48-72) para el matraz 3: 0621 h., y µ 3 (24-48) para el 
matraz 1: 0.0917 hº'. 

Gráfica V/.1. Cinéticas de crecimiento microbiano en petróleo Maya 

24 48 

TIEMPO(horas) 

72 216 

.:.:.:-M\IBA:i-1 
-o-tMlRAZ2 
_.,_ M\ TRAZ 3 
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5.- Cuantificación de /os HTP residuales, mediante el método 418.1 
modificado 

Una vez cumplidos los 28 dlas del periodo de incubación de todos los 
matraces, se llevó a cabo Ja cuantificación de los HTP residuales mediante el 
método 418.1, a partir de estos resultados se calculó Ja fracción de HTP 
degradada, para cada uno de Jos matraces correspondientes a cada tratamiento y 
concentración diferente. 

Como ya se habla mencionado anteriormente, Ja fracción de HTP 
blodegradada, se obtuvo a partir del cociente de Jos valores de HTP degradados, 
correspondientes a Ja diferencia del blanco y la concentración final obtenida para 
cada una de los matraces entre el valor del blanco respectivo, es decir: 

Fracción de HTP degradada: ppm del blanco - ppm de cada matraz 
ppm del blanco 

Estos resultados nos mostraron Jos valores de degradación llevada a cabo 
por el factor biológico. 

La gráfica Vi.2., muestra los resultados del promedio de las fracciones de 
HTP degradadas, con base en Jos distintos tratamientos y concentraciones de 
petróleo Maya. Se observa que el valor promedio más alto de 0.35 ppm, 
corresponde a Ja mayor blodegradación de petróleo Maya a una concentración del 
1.0%, la cual se llevó a cabo con el tratamiento control, que involucra solamente Ja 
acción del cultivo mixto, sin Ja adición del tensoactivo ni Ja aplicación de la 
sonlcación. 

Asf mismo se observa que en el mismo tratamiento control, bajo la 
concentración del 2% de petróleo, los valores de la fracción de HTP degradada 
fueron O, Igual que en el tratamiento A en el cual se adicionó el tensoactivo a una 
concentración del 0.5% y 1.0%, Jo cual quiere decir, que a estos dos niveles no 
hubo biodegradación. 
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Gtáñca Vl.Z- Resultados de los vakws promedio de las ffacdones de HTP degradadas 
con 4 diferentes tmtamientos 
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6. Análisis Estadístico 

Con base en el análisis de varianza (ANOVA) realizado, los resultados 
fueron los siguientes: 

La tabla Vl.4, de Análisis de varianza nos muestra que hubo un efecto tanto 
de los distintos tratamientos como de la concentración de petróleo sobre la 
fracción de HTP degradada. es decir: 

• Por lo menos alguno de los tratamientos como la sonicación y el tensoactivo 
Biotrex, ejercieron un efecto sobre la disminución en la concentración de HTP; 
a un nivel de slgniflcancla de 0.0001, por lo que se rechaza la hipótesis nula. 

• Las distintas concentraciones de petróleo Maya tienen un efecto distinto en la 
degradación del petróleo Maya a un nivel de significancia de 0.001. 

• La Interacción entre tratamiento-concentración, muestra igualmente efectos 
significativos con respecto a la disminución en la concentración de HTP a un 
nivel de signlficancla del 0.0001. 

Posteriormente en la tabla VI. 5., aparecen las interacciones entre los 
factores tratamiento y concenlraclón, donde se observa que la mayor media 
(0.3500), se presentó en el control a una concentración de petróleo Maya del 1%. 
Lo cual significa que el cultivo mixto, puede llevar a cabo por si solo la 
degradación del petróleo Maya, utilizando una concentración optima del 1% y no a 
una concentración mayor, posiblemente debido a otros factores no probados en 
este experimento. 
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Tabla Vl.4. Análisis de Varianza con la estimación da las diferencias 
significativas, a distintos intervalos de confianza 

Análisis de Varianza 

· Variable de respuesta: Fracción de HTP degradada 

Fuente Grados de Anova SS Media Fde Pr<F 
libertad tablas 

TRAT 3 0.1144 0.0381 15.67 0.0001 
CONC 2 0.0454 0.0227 9.33 0.0010 

TRAT*CONC 6 0.1877 0.0312 12.86 0.0001 

Tabla Vl.5. Descripción de la interacción* entre los factoras: 
tratamiento y concentración 

Nivel de Nivel de [%] Núm. de Medias SD 
tratamiento datos 

control 0.5 3 0.1400 0.0300 
control 1 3 0.3500 0.1500 
control 2 3 0.0000 0.0000 

tratamiento a 0.5 3 0.0000 0.0000 
tratamiento a 1 3 0.0000 0.0000 
tratamiento a 2 3 0.0833 0.0208 
tratamiento b 0.5 3 0.0600 0.0173 
tratamiento b 1 3 0.1900 0.0173 
tratamiento b 2 3 0.1400 0.0300 
tratamiento e 0.5 3 0.0300 0.0100 
tratamiento e 1 3 0.0233 0.0230 
tratamiento c 2 3 0.0866 0.0321 

'la interacción entre los fac/oms tiene un nivel de significancia del O. 0001. 
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VII. DISCUSION 

La Identificación y conservación de Jos distintos microorganismos 
degradadores de petróleo Maya a partir del cultivo mixto. nos permitirá en lo 
sucesivo contar con un inóculo constante de tal forma que asegure que en cada 
uno de los experimentos que se realicen. se obtengan en promedio los mismos 
porcientos de degradación. 

Las distintos géneros de bacterias y levaduras. constituyentes del cultivo 
mixto, frecuentemente aparecen Implicados en la blodegradación de 
hidrocarburos, por Ja habilidad que poseen para crecer en distintos compuestos 
contaminantes, utilizándolos como única fuente de carbono y energla (Atlas,1984; 
Berguey's, 1994; Cabridenc,1985; Chhatre eta/.,1996; Kokub,1990; Walter, 1997). 

Las cepas de Pseudomonas son considerablemente miembros comunes y 
predominantes de poblaciones seleccionadas de fuentes naturales, tales como 
suelo, aguas contaminadas y sedimento con una versatilidad metabólica para 
crecer en un amplio rango de hidrocarburos, tal es el caso particular de 
Pseudomonas aeuruginosa, quien posee la capacidad para producir un 
tensoactivo, el cual juega un papel crucial en el proceso de blodegradación, por la 
efectividad para emulsificar el crudo, haciéndolo disponible para los demás 
miembros del consorcio microbiano (Chhatre et a/.,1996, Walter, 1997 y Zhang, 
1992). 

La gráfica de la cinética de crecimiento preliminar muestra que el cultivo 
mixto, obtenido directamente de la columna de aclimatación, presentó una 
respuesta inmediata de manera exponencial, alcanzando su máximo a las 72 hrs, 
con una ¡1 ~·aparente de 0.1372 hº' en el intervalo de 0-24 hrs en el matraz 1. A 
partir de este punto los organismos disminuyeron su velocidad de crecimiento y la 
población se mantuvo prácticamente constante hasta las 216 hrs. Esta conducta 
de crecimiento concuerda con los resultados obtenidos por Kokub, 1990. quien 
presenta el comportamiento de un cultivo mixto ante distintos tipos de petróleo, el 
cual no presentó una fase de retraso con ninguno de los tipos de petróleo 
probados, probablemente, porque estos microorganismos fueron crecidos 
previamente en el mismo substrato, lo que indica que pudieron haber tenido una 
adaptación para utilizar el petróleo como fuente de carbono, asf lo señala este 
autor. 
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En cuanto a los resultados que muestra la gráfica Vl.2, sobre los valores de 
las fracciones de HTP degradadas, con la aplicación de diferentes tratamientos y 
concentraciones de petróleo se tiene lo siguiente: 

• El aumento de la biodegradación por el cultivo mixto, se vio favorecido 
bajo las concentraciones del 0.5% y 1% de petróleo Maya, mientras que 
a una mayor concentración la actividad biodegradadativa disminuyó en 
forma drástica, debido probablemente a una toxicidad provocada por la 
concentración del petróleo, o bien porque hubo una limitaciones de 
oxigeno, o, también pudo haber ocurrido que el substrato no se 
encontraba emulsificado siendo nula su disponibilidad y por lo tanto se 
necesitarla de la presencia de un tensoactivo que permitiera la 
emulsificaclón del petróleo y asl favorecer el proceso de blodegradación. 

• El tensoactivo no ejerció un efecto positivo en la degradación del 
petróleo, probablemente porque este pudo ser utilizado como fuente de 
carbono y energla, lo que impidió que los microorganismos utilizaran el 
petróleo como tal. 

• El efecto de la sonicaclón favoreció la biodegradación presentando un 
aumento hasta la concentración del 1%, mientras que a la concentración 
del 2% vuelve a disminuir. posiblemente porque este ya no tuvo la 
capacidad de Incrementar aún más la dispersión del petróleo en el medio 
por lo que no se favoreció la biodisponibilidad. 

• Asl mismo, se observó que la presencia del tensoactivo y la aplicación 
de la sonicación paralelamente no ejercen un efecto significativo en la 
blodegradación del petróleo Maya por el cultivo mixto. 

Por todo lo anterior se recomienda la realización de mayores estudios que 
permitan determinar si es posible Incrementar el proceso de biodegradaclón. 

Con respecto a el análisis estadístico sobre la evaluación de la capacidad 
degradadora del cultivo mixto, se observó que el mayor porcentaje de 
degradación biológica alcanzado en un periodo de 28 dlas, fue del 35% a una 
concentración de petróleo Maya del 1.0%, sin la adición del tensoactivo Blotrex, ni 
la aplicación de la sonicación. Estos resultados coincide con los porcentajes de 
biodegradación del 19% al 34%, obtenidos con el consorcio microbiano 
denominado SMS, empleado por Keljl et al, 1997, con cuatro diferentes muestras 
de crudo, siendo una de ellas de petróleo Maya. 
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VIII. CONCLUSIONES 

Se dispone de una metodología de trabajo que resultó apropiada para el 
aislamiento de microorganismos degradadores de petróleo. 

A partir de trabajo reallzado se obtuvo un cultivo microbiano mixto con 
capacidad de degradar petróleo Maya. 

De este cultivo mixto, se aislaron 7 cepas de microorganismos, de las 
cuales 4 son bacterias Gram-negativas, 1 Gram-positiva y 2 levaduras. 

Los microorganismos fueron identificados como: Gitrobacter diversus, 
Serratia marcencens, Pseudomonas pseudomallel, y Pseudomonas aeruginosa, 
las cuales son bacterias Gram-negativas; y Brevibacterium sp que es una bacteria 
Gram-positiva. Gandida tropicalis y Gandida sp. corresponden a las levaduras. 
Dichos microorganismos pertenecen a Jos géneros reportados como capaces de 
metabolizar hidrocarburos. 

Al evaluar la eficiencia de degradación del cultivo microbiano mixto, se 
alcanzó un máximo porcentaje de biodegradación del 35%, con una concentración 
óptima de petróleo Maya del 1.0%, siendo estos resultados de gran interés al 
pensar en la gran versatilidad metabólica que posee el cultivo mixto. 

Los resultados encontrados en este estudio, sobre la capacidad de 
blodegradación que posee el cultivo mixto y a su origen a partir de suelos 
contaminados por hidrocarburos, Indican que es factible eliminar estos 
contaminantes a través de la aplicación de métodos biológicos, los cuales 
únicamente emplean nutrientes y microorganismos, además, dependiendo del tipo 
de contaminante presente es posible eliminarlos hasta bióxido de carbono y agua, 
Jo cual representa una gran ventaja desde el punto de vista ambiental y 
económico sobre otras tecnologías de tipo fisico o fisicoquimico. 

Así mismo, es importante considerar que en los suelos de México 
contaminados con crudo, es frecuente encontrar una población microbiana 
autóctona hldrocarbonoclástica, la cual podría incrementarse o estimularse con Ja 
apllcación de este tipo de cultivos mixtos, logrando así mejores resultados. 
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• MEDIO DE CULTIVO LEBAC 

Composición del medio: 

Ingredientes g/I 
Sulfato de amonio 7 
Fosfato monopotásico 5.7 
Fosfato dlpotáslco 2.3 
Sulfato de magnesio hepta 
hidratado 2.25 
Extracto de levadura 0.1 

Método de preparación: 

Pesar todos los Ingredientes y disolver en agua destilada, usando un agitador con 
calor. Adicionar el agar al final en bai'lo Maria, ajustando el pH a 7.0-7.2. 
Esterilizaren autoclave de 118 a 121 ºC, (no más de 15 libras de presión durante 
15 minutos. 

• MEDIO DE CULTIVO TSA PARA BACTERIAS 

Composición del medio: 

lnaredlentes an 
Peptona de Caseína 15 
Peptona de Soya 5 
Cloruro de sodio 5 
Aaar 15 

pH final: 7 .3 .:!: 0.2 

Método de preparación: 

Resuspender 40 gr. del medio el cual ya viene preparado, en un litro de agua 
destilada. Mezclar bien. Calentar agitando frecuentemente y hervir durante 1 
minuto. Después de que se haya disuelto, distribuir y esterilizar en autoclave de 
118 a 121 ºC, (no más de 15 libras de presión) durante 15 minutos. 
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• MEDIO DE CULTIVO PARA ACTINOMICETOS 

Composición del medio: 

Ingredientes gil 
Almidón soluble o glicerol 10.0 
Casefna(libre-vilamina) 0.3 
Nitrato de sodio 2.0 
Fosfato de dipotasio 2.0 
Sulfato de magnesio heptahidratado 0.05 
Carbonato de Calcio 0.02 
Sulfato de fierro heptahldratado 0.01 
Agar 15.0 

Método de preparación: 

Pesar todos los ingredientes y disolver en agua destilada, usando un agitador con 
calor. Esterilizar en autoclave de 118 a 121 •c. (no más de 15 fibras de presión 
durante 15 minutos. 

• MEDIO YM PARA LEVADURAS 

Composición del medio: 

lnoredlentes g/I 
Sacarosa 10 
Peptona 5 
Extracto de malta 3 
Extracto de levadura 3 
Agar 17 

Método de preparación: 

$e pesan los ingredientes y se disuelven en agua, esterilizando en autoclave de 
118 a 121 ·c. (no más de 15 libras de presión durante 15 minutos. 
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• MEDIO DE CONSERVACION 

Este medio se utilizó para resuspender el crecimiento de bacterias y 
levaduras de tubos de agar TSA y agar YM Inclinados respectivamente, para 
Introducirlo en viales que fueron sellados y guardados en un Ultra congelador a -
82ºC. Como medio de conservación de los microorganismos. 

Composición del medio de conservación: 

tnmedlentes º" Fosfato de potasio 3 
Citrato de sodio 7 
Sulfato de magnesio 0.5 
Glicerol 50% vlv 

Método de preparación: 

Pesar todos los Ingredientes y disolver en agua destilada, usando un agitador, 
ajustando el pH a 7.0 y esterilizar en autoclave de 118 a 121 ·c. (no más de 15 
libras de presión durante 15 minutos. 

• TECNICA DE SEMBRADO POR ESTRIA CRUZADA 

Procedimiento: 

El procedimiento se lleva a cabo bajo condiciones estériles. 

1. Fundir el medio de cultivo a una temperatura de 44 - 46 ºC, y se esteriliza 
en una autoclave de 118 a 121 •e, (no más de 15 libras de presión 
durante 15 minutos y se deja enfriar. 

2. Posteriormente se adicionan cerca de 15 mi a cada caja de Pelrl estéril y 
se deja solidificar y secar completamente, para obtener buenos 
resultados de sembrado. 

3. Se toma una asa bacteriológica y se esteriliza al rojo vivo en una flama. 
4. Se enfrfa el asa moviéndola un poco y se toma una pequeña muestra de 

la colonia o del lnóculo. 
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5. El sembrado por estrla cruzada tiene un diseño particular. El primer 
"estriado"' se realiza en 1/3 del superficie del agar. 

• Una vez que se estrla en el primer extremo. se rota un cuarto la caja en sentido 
de las manecillas del reloj, en tres pasos esterilizando el asa en cada paso. El 
objetivo es simplemente depositar en cada paso menos células sobre la 
superficie. Después de la incubación estas células se desarrollarán dentro de 
una correcta separación de colonias puras de bacterias, teóricamente hasta 
presentarse una sola colonia (EPA, 1978). 

• TECNICA DE VACIADO EN PLACA 

Procedimiento: 

El procedimiento se deberá lievar a cabo bajo condiciones estériles. 

1. Con una pipeta bacteriológica de 1 mi, se prepara una muestra inicial a una 
dilución del 10·2

• 

2. Apartirde esta dilución se preparan diluciones de 10 .. a 10"'0 según se requiera. 
3. Se agita vigorosamente el tubo con la dilución requerida y se transfieren 0.5 mi 

en dos cajas de petri. 
4. Se vacla de 12 a 15 mi de el agar fundido enfriado a 44-46 ºC dentro de cada 

caja de petri. La mezcla de agar y el inóculo se mueve en rotación con cuidado 
para evitar se derrame el agar. Una recomendación de la técnica es hacer cinco 
rotaciones hacia la Izquierda y cinco hacia la derecha, cinco hacia adelante y 
cinco hacia atrás. 

5. Invertir las cajas e Incubar al tiempo y temperatura especificados. 
6. Después de la incubación se habrá llevado a cabo el aislamiento de las 

colonias en la superficie y sub-superficie en algunas de las placas. 
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SAUESTA TESIS Ne DEIE 
Ji BE LA il#LIDTECA 

• PROCEDIMIENTO DE IDENTIFICACION BIOQUIMICA PARA 
ENTEROBACTERIACEAE Y OTROS BACILOS GRAM - POSITIVOS. 
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~api COAYNE # 2 090 o 

SISTEMA OE IDENTIFJCACION 
OE BACTERIAS CORINEFOAMES 

Ficha T écnlca 
Vorslon A 

RPI CORYNE es un sistema de identitlcaclón en 24 horas 
de bacterias corlnelormes aisladas en cllnlca, mediante 
tests ealandarizados y minlaturlzodoa, unidos a una base 
da datos espacialmente adaptada. 

Principio 

L• galerfa APJ CORYNE osh1 compuesta por 20 mlctolu
bos qua contienen aubslraloa deshidratados prua ol 
estudio da enzimas o la rermontaclón da azucares. Los 
leal anzlméllcoa se Inoculan con una auspanslón densa 
qua rehJdrala Jos substratos enzimáticos. 
Las reaccionas producidas durante al período de 
Incubación se traducen en cambios da coloración 
asponlllnaa o revelados por lo adición de reactivos. Los 
tests da tarmantaclón ao Inoculan con un modio enrique
cido (con1enlendo un lndlcalor de pH} que rehldrata los 
substratos azucarados. Lo termontación de carbohldra· 
tos enlrafla una eclditlcoclón que so traducu on un viraje 
Aspontdneo del Indicador coloreado. 
Uespu6a da la incubación, 24 horas a 3S-37ºC. la leclura 
de las reacciones se reallza v/suafmente con la tabla de 
lectura e ldentiticaclón obtenida con Ja ayude del 
programa ATB Plus. del CaUlogo Anellllco RPI CORYNE o 
de Ja Table da Identificación. 

• La caja RPI COAYNE permllo realizar 12 tests. 
Sa compone de : 

- 12 guiarlas API CORYNE 
- 12 ampollos de Sutpenslon M•dlum, 3 mi 
- 12 ampollas de GP Medlum 
- 1 ampolla McFortond Standard. punlo 6 
- 12 cámaras do Incubación 
- 12 hojas da resultildos 
- 1 ficha ttknlce 

Para utllizar API COAYNE, es necesario dlspo ner da: 

- Aeacllvos NIT 1 ( • 7 044 O) y 
NlT I (IJ 7 045 0). ZYM A(• 7 047 0) y 
ZVM D (IJ 7 048 O), PYZ f" 7 059 O) 

- Agua oJlfgenada (3 ~) 
- Recite d• poraftna ( • 7 O 1 O 0) 
- Pipeta• ( • 7 030 º' ó P1lpettu ("" 7 025 O) 
- Escoblfonu ettl.rllas f • 7 OB t 0) 
- C.dlogo An•lltlco API CORYNE (" 2 099 0) 

o programa A1B Plus C• 4 000 ~) 
- GtadiUo para ompollos (# 7 020 O) 

El material de laboratorio siguiente : 
- estufa e J7°c. nevera. mechero Bunson. rotulador. 

Con•ervaclón 

Las galerlas y medios se conservan a 2-oºc hasta la 
fecha de caducidad Indicada en el en\'ase. 
Los reactivos se conservan lgualmenle e 2-e0 c. 
ex copto ZYM R. qua 11e conserva a D-30°C (a 2-aºc. ZYM 
A produce un proclpllado que no a1tora las propiedades y 
dosoparece a eoºcJ. 
El reactivo ZYM Dos sensible a la luz : envolver ol frasco 
en papel aluminio. 
El reactivo PVZ as muy aonslbla ni aire : lran~.farlrto al 
rrnsco cuentogotos y con!lorvarlo slompra bien cerrado. 

Compoalclón de medio• y r•ac.tJwoa 

• Suspsnslon MM;flum 
Agua destilada eslitril 

• GP Me.dium 
Clslina 
Triplano 
Cloruro sodico 
Sulfilo sodico 
Ro10 fenol 
Agua doslilada 
pH • 7,8 

• Roacllvo NIT 1 
Acldo sulfan/11co 

qsp 

Acldo acélico 5N qsp 

• Reactivo NIT R 
N-N-Dimot11-1-natt11omlna 
Acldo acético SN qsp 

• Aeaclivo ZYM A 
Trl-hidroxl-melil-amlno-metano 
Acldo clorhldrlco (37%) 
laurll suUato 
Agua dostilada qsp 

• Reactivo ZVM 8 
rast Btue BB 
2-metoxi-etanol qsp 

• Reactivo PVZ 
FeCl2 
Conservador 
Solvento orgánico qsp 

3 mi 

o.so g 
20 • 

5 • 
0.50 g 
0.17 g 

1000 mi 

o.e • 100 mi 

0,6 • 100 mi 

25 • 11 mi 
10 • 100 mi 

0,35 g 
100 mi 

1 • 6 • 100 mi 



Tltcnlca 

1. Selección de colonla• 

- Aislar y verificar lo por1enencia do In cepa al grupo de 
bacilos Gram poi.ilh1os. no esporulados, aero-an.nero
bios facultativos 

- Anolar el tipo de hemólisls. 
- Tomar una colonia bien aislada y realizar un subcult1vo 

en una placa de Columbia con sangro do cordero o bien 
realizar una suspensión bacteriana emulsionando una 
colonia en 3 mi de agua destilada yseguldamenle lnun· 
dar una placa da Columbia con sangre do cordero. 

- Incubar la placa 24 horas a 35-37°C. 

2. Pr.paraclón da le galeria 

- Preparar una c4mara do incubación (fondo y topa). 
- Anotar le referencia de la copa en la lengl.lota lateral 
- Repartir aproxlmodamenta 5 mi do agua en los alveolos 

del tondo. 

3. Preparación del ln6culo 

- Abrl~ una ampolla do Su1pcm.k>n Mad'l:um 
- Con la ayuda da un escobillón estéril, tomar todo ol 

culttvo y realizar una suspensión bacteriana con una 
turbidez Igual al punto 6 do la escala McFarland, com· 

:~~a~:~n~:~~: :~s1~e;:11:." con el patró~ de turbidez 

4. lnoculaclón de la galeria 

- Once primeros tosts de la galeria (HIT a GEL): repartir 
la ausponsión anterior. uYl!ando la formación do burbu· 
Jos (Inclinar la cámara de Incubación hacia delante) : 
• Pera los tests HIT a ESC, depositar 150 pi en cada 

cüpula (3 golas de pipeta Pasteut O 6 gotas do Pslpat~ 
tes). 

• Para ol test URE. lloner únicamente ra pnrto del tubo. 
• Para el lost ! GEL ! llenar el tubo y la cUpuln. 

- Nuovo unimos tests do la gnlortñ (0 a OLYG> : 
• Traspasar aproxlmadnmento 0,5 mi do la suspension 

anterior a una ampolla de GP Msóium. Homogeneizar 
muy bien. 

• Repartir esta nueva suspnnslón únicamente en lom 
tubos. 

- Recubrir los tosta aubrnyados con aceito de pe.refina, 
lormando un menisco ligeramente convexo «..!:!!!§. _!? a 
GLYO). 

-TaPar la camera de jncubaclón. 
- Incubar 24 horas a 35-37ºC. 

5. Leclura d• la galert• 

- Afladir los reactivos : 

• test HIT : 1 gola do HIT 1 y HIT 2 
• test pyz : 1 gola de PYZ 

Utst PyrA, PAL, 8 GUA, O OAL. « GLU, 8 NAO: 1 gota 
do ZYM A y ZYM 8. 

Esperar tO minul".Ja. despuéa, leer las reacciones con la 
ayuda de la tabla de leclura. Si luera necesario, expo• 
noria galerla a unalémpara (tOOOW) 10segundos para 
decolorar el reactivo en exceso de los lilulos PyrA a 
8 NAO. 

- Realizar el tostCATalesa (utilizarlo como test 21) :afia· 
dir una gota do agua oxigenada al 3% en ol tost ESC o 
GEL. Esperbf 1 mlnulo. La aparición de burbujas 
correspondera a una reacción positiva. 

- Anotar las reacciones en la hoja do rosullndos. 

o. lnterpretacl6n 

Le identificación puede obtenerse : 
• con al programa .ATB Plua o el C.Ulogo Analltlco RPI 

CORYNE. 
Para ello, codollcar las reacciones obtnnldas nn un 
portn numérico : en la hojR de rosullados. los tesis 
eslán a operados en grupos de tres y un valor 1. 2 ó 4 
oslé Indicado pare cada uno. Sumando en cada grupo 
101 voloros correspondlenles a las roac:clones positl· 
vos, se obliona un perfll numérico de 7 cifres. 

• con la Tabla de ldenllllcaclón: comparar las reaccio· 
nos anotadas en lo hoja de resultados con las de ID 
table. 
puode consultar al Servicio de A:tude al Dlagnóatlco 
API. 

4 212 720 Acflnomycea pyogenea 

7. Eliminación del material utlll:iado 

Después de su ulilizaclón, ampollas. pipetas y ga\erlas, 
dobon aer incineradas o docontnminndas por autocla· 
vado o Inmersión en agua da \ejla. 

LlmUaclono1 

El sistema RPI CORYNE ostd dos tinado o la idontlllcaclón 
do bacterias corlnolormes (género Corlnebacterium y 
géneros próximos) aislados en alecciones humanas y 
votorinarios . 

La Interpretación de los resulto dos de la golerle, debe sor 
roallzada por un annlisla y deberé h'lftor en cuenta ni orl· 
gen de le mueslra, los aspectos micro y macroscópicos y 
el c:onteitto cllr\ico. 

Tecnlca 
Tabla d• ldenllllcec16n 
Olbllograna 

p. 16 
p. 17 
p. 18 



~apl CORYNE TABLA DE LECTURA 

RESULTADOS 

TESTS REACCIONES 

NIT Reducclon da NITratos 

PYZ Plrazlnamldasa 

PyrA Pfrrolldonil Arilemldasa 

NEGATIVO POSfTfVO 

HIT 1 +NJTl(10mn) 

Incoloro 
rosa muy pálldo 

Incoloro 
marrón muy pdlldo 
naranja muy pálido 

PVZ (10 mn) 

rosa Intenso 
rojo 

marron 
naranja 

ZVMA+ZYM8 
(PyrA .. 8 NAO) (10 mn) 

incoloro 
naranja pálido 

naranja 

l----+-----------------1-- - - - - - - - - - - - -
PAL Fosfalasa Alcalina 

Incoloro 
belge-pUrpura pálido 

1----+-----------------1--__ -"~~nJ~ ~d~d~ __ _ 

8 GUA beta GlucURonldesa 

8 GAL beta OALactosldasa 

Incoloro 
gris pdtldo 

beige plllldo 

-----,;:;-co,;;.o- - - -
beige-púrpura pélldo t----+------------------<- -- - - - - - -- - - --

mGLU aire GLUcosidasa 
Incoloro 

belge-pUrpura pd.lldo 
verde pálido 1----+------------1-------<---- - - - - --- - - -

B NAO 

ESC 

~ 

IOELJ 

!1 
~ 
fil!! 
m 
~ 
~ 
~ 
SAC 

OLYO 

C\T 

N-Acelll-8 Glucosamlnidasa 

ESCullna (O Glucosldasa) 

UAEasa 

GELatfna (Hidtdllsis) 

Control (Fermentación) 

GLUcosn 

J 
RIBosa 
X llosa 
MANltol 
MALtosa 

LAClosa 

SACarosa 
Gllcogeno 

CATalasa (lest ESC o GEL) 

(fermantacidn) 

Incoloro 
belg&-pürpura pdl1do 

marrón pálido 
gris pdlldo 

Incoloro 
gns 

emarlllo 
naranja 

sin difusión 
de plgrnenlo 

IOjO 

naranja 

ausencia de burbuju 

pUrpura 

azul 

ptlrpura 

pUrpura 

negro 

rojo 
rosa 

difusión de 
pigmento negro 

amatillo 

amerlllo

narenje 

presencie de burbujas 



• PROCEDIMIENTO DE IDENTIFICACION BIOQUIMICA PARA 
ENTEROBACTERIACEAE Y OTROS BACILOS GRAM-NEGATIVOS. 
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--api 20 E 
SISTEMA DE IOENTIFICACION PARA 
ENTEROBACTEAIACEAE Y OTROS 
BACILOS GRAM·NEGATIVOS. 

Ficha técnica 
Verslon C 

API 20 E os un sistema para la identil1cación de las Ente• 
robactoriaceao y otros bacllos Gram·negatlvos y no exl· 
gentes, modlonle 23 tesis bloqulmlcos estandarizados y 
mlnlaturlzados, y una base de datos. La lista complela de 
las bacterias que pueden Identificarse ulillzando este 
sistema aparece en la tabla de ldontUlcaclón (p. 22 de le 
ficha técnica). 

Principio 

la galerla RPI 20 E consta de 20 microtubos Que conUe· 
nen los substratos deshidratados. Los tests se Inoculan 
con una suspensión bacteriana que rehldrata los medios. 
Durante la Incubación el metabolismo de la bacteria pro· 
duce cambios de color espontaneas o bien al ar.adir 
reactivos. 

La lectura de las reacciones se hace do acuerdo con la 
tabla de lectura y la ldenllflcnclón mediante la tabla de 
Identificación, RPI 20 E lnde.x o el programa Informático 
para ldenlillcaclón. 

• La ceje RPI 20 E permito realizar 25 ldenlillceclonos. 
so compone do: 
- 25 galerlas API 20 E 
- 25 camaras de Incubación 
- 25 hojas de resultados 
- 1 slslema do cierre 
- 1 ficha técnica. 

• Para emplear RPI 20 E es preciso disponer de: 

- Medio de suspensl6n, 5 mi (rol. 20 1 10) 
- Coja de rcacUvos (rol. 20 120) 

o reacllvos Individuales {ref. 70 400 a 70 460 y ref. 
70 540) 

- Reactivo Zn (ref. 70 380) 
- Acell• d• porotlno(rer. 70 100) 
- Pipetas o Psr,,.1as (ror. 70 250) 
- RPI 20 E lnde:ir (ref. 20 190) o 

Programa lntorm411co para ldenllflcacl6n 
- Grodlllo (ror. 70 200) 

En algunas ocasiones también se precisa: 
- Me.cfto RPI OF. Test para determinar el metabollsmo 

fermentativo y oxldatlvo de la glucosa 
- Medio RPI M. Test para determinar la movllldad do 

las bacterias aero-anaeroblas. 

Material de laboratorio: 
- Estufa (35-37ºC), nevera. mechero Bunsen, 

rolutador. 

Ref. 20 100 

Conaerveclón 

Las galerlas API 20 E se presentan en un sobre do eluml· 
nlo. Después da le apor1ura del mismo, conservar las 
galorfes restantes cerrando dicho sobre con le ayuda del 
sistema de cierto (lncluldo en el envese) : colocar el 
extremo del sobro entre las dos piezas del sistema de 
cierro y apretar suavementa y a fondo sobre toda le ebar
tura. Las gelerlas pueden conservorso esl durante 10 
meses a 2-0ºC (hasta la fecha do caducidad Indicada en 
el envase). 
Todos los reacllvos so conservan Igualmente e 2·BºC y 1 
mes después de su apertura. • 
El reactivo OX es muy senslble a la luz : conservar 
envuelto on papo! elumlnlo. 

Compoalclón de loa medlo11 y reactivo• 

• Medio d• suspans16n (rol. 20 1 t 0): egue desmlnerell· 
zade. 

• Reactivo TDA (ref. 70 400) pera la dotoccl6n de le 
lrlptófano desamlnasa: 
Percloruro férrico 3.4 g 
Agua desmlnerall:zede 100 mi 

• Reactivo para lo dotecclón del lndol: 
JAMES (ret. 70 540) 
Compuesto J 2183 
HCIN 
6 
IND 
Peradlmelilamlnobenzaldehldo 
Alcohol /soamillco 
HCI 37% 

0,5 g 
100 mi 

5 o 
75 mi 
25 mi 

• Reactivos do Vagos Proskauor para le detocclon da 
acetoino: 
VP 1 (ref. 70 420) 
Hidrolddo polaslco 40 g 
Agua desmlnerallzado 100 mi 
VP 2 (u~r. 10 430) 
a: nartol 6 g 
Etanol 100 mi 

• Reactivo de Grless para los nllrltos: 
NIT 1 (ref. 70 440) 
Acldo sulfanllico o.e g 
Acido acético SN 100 mi 
NIT 2 (rer. 70 450) 
N·N·dlmetll· ac ·naftllomlna 0.6 g 
Acldo acético SN 100 mi 

• OX (tef, 70 460) paro delectar oxldasn 
TetrameUl·p-fenllendlamlna 1 g 
Alcohol lsoamillco 100 mi 



lnstrucclonea 

1. Preperaclón de In golorla 

• Preparar una cémarn do Jncubnclón con au tapa 
correspondlonte y repartir 5 mi. de ngua en los alveo
los para proporcionar una atmósfera hUmeda. 

• Ano1arla relorencla de la muestra on la lengUota late
ral de la cubela. 

• Colocar la galerla en la cámara do Incubación. 
• Paralelemonto, roallzar el TEST DE LA OXIDASA: 

- colocar un trozo do papel de filtro sobre un 
portoobjotos 

- humedecer el papel con una gota do egua 
- afladlr una gota de reactivo OX 
- si en el Intervalo do t o 2 minutos aparece una 

tonalidad purpura oscura, so 1ralera do una 
reoeclon positiva. 

NOTA : API 10 E debo utlllzerde con los bncilos Gram 
negativos y no exigentes. Los microorganismos dlllcllos 
y exigentes para los cuales se necesito tener precaucio
nes oapeclales de manlpulaclón (ej. : Bruce/la y Frsncl
aoll•) no forman puta de le baso de datos API 20 E. 
Exelulr o confirmar au presencia. 

2. Pr•p11raclon dol Inoculo 

• Abrir una ampolla do Medio de Su1pen116n API 20 E 
(ror. 20 110) o agua destllada estéril. 

• Por modio do una pipeta Pastour estéril tomar una 
colonia bien alslada. 

• Real/zar una suspensión homogónoa de les bacterias 
en el medio. f 

3. lnoculaclon de le guiarla 

• Llenar el tubo y le cúpula do los tosts Lf.!!.J, l:ti!.J. 
~·,~~~~~ossu:O~~s~~n,:~':~~0~ias de los dem•b 
testa. 

• Llenar la cUpule de ros tesis AOH. LOC, ODC, URE. 
H2S con acalhs d« parafina pAraObfeñOrñnñ"OrObrosri. 

• ~eTrar la cémare do Incubación e Incubar a 35·37ºC. 
durante 18·24 H. 

4. Lectura do Ja galerla 

• Después do 18·24 H. a 35·37°C dobo hacerse la 
lectura de la galorla según la Tabla de lectura. 

• Anotnr en la hoJe de resultados lns roacdonos 
espontáneos. 

• SI Ja glucosa O• poalllva yf o 3 o mt\s lests son poslli· 
vos: ofectuar ol revolado do los tosts que requloren 
reactivos. 

- TEST VP: Aftodlr 1 gota do VP 1 y VP 2 Esperar 10 
minutos. Un color rojo o rosa fuerte Indican una 
reacción POSITIVA. 

- TEST TDA: Afladlr una gota do rencllvo TOA. Un 
color marrón oscuro Indice una reacción POSI
TIVA 

TEST IND: 
- Afledlr uno gota de reactivo JAMES: la eparlclón 

Inmediata do una coloradón rosa Indica que la 
reacción es positivo 
ó 

- Afladlr una gola de roacllvo IND y esperar do! 
minutos: Ja aparición de un anuro rojo Indica que la 
reacción es positiva. 

- TEST N02: At\adlr dol gola& de reactivo NrT 1 y 
NIT 2 en el l•JbO GLU. Esperar de 2 a 3 mlnulos. 
Un color rojo Indica una reacción POSITIVA. Una 
reacción negaliva puede deberse a la reducción 
de los nl1ralos a N 2 (acompal'lada muchas voces 
de lo formación de burbujas); Ai'ledlr de 2 a 3 mg 
de reaclivo do Zn SI después do 5 minutos el tubo 
permanece amorillo Indica una reacción POSITIVA. 
SI la reacción da color rosa o rojo la reacción es 
nooetlva. 

• SI la gluco•• •• negativa y el numero do tests 
posltlvos es lnlerlor o igual a 2: no ar'ladlr reactivo!. 

- Inocular 2 Medios RPI OF pera comprobar el meta-
bolismo de le glucosa. 

- Sombrar en Moc Conkcy. 

- Comprobar la movllldad. lnoculer 1 Modio RPI M. 

- Relncubor la galerfa 24 H. méa. 

- Afledlr los reactivos. 

- Anotar los reacciones de la galarla y loa resultados 
do los tests complemontarloa en la hoJ• de re•ul· 
tadoa. 

8. ldentlllcac16n 

• Modlenlo In TABLA DE IDENTIFlCACION: Comparar 
las reacciones de la hoja de re•ultedo• con los de la 
tobla. 

• Con el RPI 20 E lndu o el programe ln,ormdtlco para 
ldonllficnclón : del conjunto do reacciones debe 
obtenerse un perfil numérico. En la hoja de re•ulla· 
do• los tosls" estén seperndos en grupos de tres y un 
valor 1, 2 6 4 esté Indicado por cada uno. La golorla 
RPI 20 E consto de 20 tesis. los nUmeros en el Interior 
de coda grupo corro!pondon n los reocclones positi
vas. El 1ost de lo oxldasa os ni n° 21 y si es positivo se 
le eslgnn el valor 4. Sumando los valores de los tests 
posllhms para coda grupo sa obtiene un código de 7 
cifras. 

En algunos casos, el perfil do 7 cifres no dl1.1crlmlnn 
sullclontemonto, debiendo roollzarse loa tests com
plomontorlos slgulentos : 

- Aoducclón de los nitratos a nitritos (N02) 

- Reducción de ros nnratoa a nllrógeno (N;,i) 

- Movllldad (MOB} 

- Cultlvo en Mac Conkey (McC) 

- Oxidación de la glucosa (OF·O) 

- Fermentación de la glucosa (OF-F) 



EJ•mplo: 

15 315 173-57: Enterobactar gergovlaa 

• Servicio de coneulta: Permite a cada anellsta consul
tar cualquler perfil que no aa encuenlre presente en 
el API 20 E lndax. En estos casos debe acompaflar a lo 
solicitud la siguiente Información: Origen de la cepa, 
antecedentes del enfermo, morfologla microsc6plca 
y mecroscOplca. aorologla. .. 

8. Ealertllzncl6n 

Oespu61 do obtener la ldentlflcacl6n corre:spondlenle, 
todo el material empleado debe ser eslerlllzado 
mediante autoclave, lnclneracl6n o 1mmarsl6n en un ger~ 
mlclda. 

Tecnlca 

Tabla da ldantlflcatlon 

Blbllografla 

Control de calldad 

A 101 medios. gal et les y reactl11os, se\91 realiza un control 
de calldad slstemé.tlco en los dlfaranlea etapas da 1u 
fabricación, Para aquellos que deseen hacer su propio 
control de calidad se recomienda utlllzar la1 siguiente! 
cepas. 

1. Klebslel/a pneumonlao pnoumonlae NCTC 8172 

2. Enterobacter cloacae 

3. Proteu• vulgarls 

4. Pseudomonas aerug/nosa 

ATCC 13047 

ATCC 13315 

ATCC 10145 

~ ~ 9:8'~ ;f ~ ~ ~~ 1~ ~ Í ~ g ~ ~ ~ ~ ~ ~ 
1. + - + - + - + ;... - + - + + + + + + + + + -
2. ++-++----+ -++-++++++-
3. -----+ -+----
4. -+--+-+--- ++--------+ 

Limitaciones 

El slstem API 20 E esté concebido para Identificar bacilos 
Gram negativos y no exigentes lncluldOs en la basa de 
datos (vor tabla de ldentlflcaclOn en pag 22). No pueden 
ldantillcarse los microorganismos que no estén lncluldo• 
en dicha base de dalos. 

La lntarpretac\On do los resultados dobe ser reellzada 
por un anallsta teniendo en cuenta a\ contexto cllnlco, el 
origen da la muestra aatudleda y el aspecto macro y 
microscópico. Envenlualmente deben tenerse en cuenta 
otros resultados lnctuldo el anllblogrema. 

p. 21 

p. 22 

p. 24 



~api 20 E TABLA DE LECTURA 

TESTS SUBSTRATOS REACCIONES/ENZIMAS 

ONPG 
ofton1trofenol· 

galaclosÍdo 
6·galactosidasa 

ADH arglnma arginina dohrdrolasa 

LOC l1sina l1sma doscarboxilasa 

ODC orn1Una orn11ina descarbo¡i:1lasa 

lE!!J citrato sódico ullhzac1ón del c1tra10 

~ tiosulfalo sódico producción do HiS 

URE 

TOA tr!p161ano lriplófAno desa,nlni1sa 

!NO triptofano producci6n del indol 

~ pirnvalo sOdrco produccion de ecotoina 

~ gelatina de Kohn gnlatinnse 

GLU glucosa lcrme~aclón/ ox1dac1ón (4) 

MAN mamlol lormentación/ oxidación (4) 

!NO inosilo fermontech)nl oxld1u::1ón (4) 

SOR sorb1tol lermontación/ oxidación (4) 

AHA ramnosa lermenlaciOn/ oxidación (4) 

SAC lormenlación/ oxidación (4) 

MEL mol1biosa lormonlación/ oxidación (4) 

AMY amlgdatina lcrmenlnclón/ o:iodación (4) 

ARA arabmosa fcrmenlaclón/ o:iudación (4J 

OX sobro papel de hltro cilocromo oxidasa 

N03 producción de N02 

N02 
tubo GLU 

roduccion a gas N2 

MOB API M o microscopia mov1hdad 

MCC medio Mac Conkey crectmlenlo 

OF glucosa IRPI OF) 
cerrado ·fermenl ación 
ab1orto 01ddoclón 

1) Un amarillo muy palldo dobe considerarse como positivo 
2) Un color naranja daspu6s de 24 H. da lncubac1on debe considerarse negativo 
3) La lectura debe hacerse en la cupula (aerobiosis) 

RESULTADOS 

NEGATIVO POSITIVO 

Incoloro aman/lo (1) 

amarillo rojo/ naranja (2) 

amarillo naranja 

amarillo rojo/ naranja (2) 

verde pálido/ amarillo 11.ZUl·varde I azul (3) 

Incoloro/ grisaceo depósito negro 

amarillo 1ojo/ naranja 

TDR I INMEDIATO 

amarillo marrón oscuro 

JRMU I INMEDIATO o IHO I 2 mln 

JAMES 
Incoloro 

verde erare/ amarillo 

IHD 
amarillo 

JAMES 

IND 
anillo rojo 

VP 1 más VP R J 10 mlnu1os 

Incoloro rosndo/ ro/o 

no hay d1lus16n difusión do 
do pigmento negro PiG"mOnlo negro 

azul/ azul verdoso amanllo 

azul/ azul verdoso amarillo 

azul/ 1uul verdoso amorillo 

azul/ Azul verdoso amarillo 

ozull azul verdoso amarillo 

erul/ azul vordoso amorillo 

arull nzul vordoso emnrillo 

azul! azul vordoso amanHo 

azul/ azul verdoso ama11llo 

OX I 1·2 minutos 

Incoloro violeta 

NIT 1 más NIT 2 I 2·3 minutos 

ama11110 1 fOJO 

ln 

ro¡o amanllo 

inmovil movll 

presencia 

vordo amor1llO 
vnrde amarJlto 

.C) La terrnentaclon empieza en la par1e inferior de los tubos, ro oxtdaclon empieza en la cupula. 
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-- api 20 C AUX # 2 021 o 

SISTEMA DE IDENTIFICACION DE LEVADURAS 

Ficha Técnica 
Verslon A 

API 20 C AUX es un sistema de ldantulcaclón precisa de los 
lavaduras mes corrlentamente encontradas en microbio· 
logla cllnlca. 

Principio 

API 10 C RUXHt6 constituida por 20 cUpulns conteniendo 
aubatratos deshldralados que permitan erecluar 19 testa 
de asllmllaclón. L•• c'1pulas son Inoculados con un medio 
aemlsólido '/ las levaduras crecen unlcamanta 11 son 
capaces da ulllizar al subslrato corrospondlenle. 

La lectura de estas reacciones se hace por comparación 
con los contro1oa da crecimiento, y la ldenlillcaclon se 
obtiene con la ayuda de la Tabla de lde .. llflcacl6n, al 
Cot61ogo Anomlco. y el dlsqualte APILAS. 

• La caja API 10 e AUX permite realizar 25 idanllllcacio
nes. Se compone de: 

- 25 galerlas API ID C AUX 
- 25 cemaraa de Incubación 
- 25 ampollas de e msdlum 
- 25 fiches de resultados 
- 1 ficha técnica 

• API RO C AUX aa utlltza con: 

- ftAT Medlum ( lf 9 003 O) 
- SRBOURAUD Medlum (11 9 001 0) 
- Plpatos (lt 7 OJO 0) o Pslpattas (lt 7 025 O) 
- Mcfortond 11tandard ( # 7 090 O) o 

Densltomerro (.1 1 550 O) 
- Catalogo AnoRlko API 20 C AUX ( t 2 029 0) o 

01.squelle APILAS (llr 3 101 O. 3 104 O) 
- Susp.nslon Medlum,. 2ml ( li 7 060 O) o 

HoCI 0,85 'Mi. Medlum. 1m1 ( llr 2 006 O) 
- Grodillo paro ampotlos ( • 7 020 O) 

Oho material de laborotorlo: 

- estufa (3oºc), nevera, mechero Bunsen, rotulador 

Laa a•lerlaa API 10 e AUX y las ampollas e medlum se con
••rvan a 2-Bºc hasta la fecha de caducidad Indicada en 
cada envase. 

Ll•ta de tHt• 

OLU GlUco1• SOR 

ª" Gllc•rol MDO 
2KO 2·1<•1o·D•Gtuconato NAO 
ARA l·ARAbonoH CEC 
XYC O•XllOH LAC 
ADO AOOnllol MAL 
XLT X1l1Tol SAC 
GAL OALaclo•• TRE 
!NO IN01Uol MLZ 

Composición de lo• medio• 

• SuspctnJon medlur111 ( • 7 060 0) 

Agua desUlede ostéril 

• C msdlum (incluido en la. coja) 

Sullato de amonio 
Fosfato monopotáslco 
Foslato dipotéslco 
Fostalo disódico 
Cloruro sódico 
Cloruro calcleo 
Sullalo de magnesio 
Hl&lldina 
Triptolano 
Mellonlna 
Gelosa 
Soluclón de Vitamlnns 
Solución de ohgoelementos 
,A.gua destilada qsp 
pH linel : 6.5·6,7 

SORbllol 
a·M•lll D·Gluco&ld• 
N·Ac•tll·D·Glucoumlna 
CELoblOUll 
LACIOH 
MALl01a 
SACuo•• 
lREhalosa 
M•LeZllOH 
RAFlnoH 

5,0 
0,31 
0,45 
0.92 

mi 

0.1 
0,05 
0,2 o 
0,005 g 
0,02 Q 
0.02 g 
o.s g 
1 mi 

10 mi 
1000 mi 

Aunque eate medio conll•n• egar no n.c•1lta tualon 
previa y so pipetea como un medio llquido. 

Es aconsejable sacar las empollas de 14 nevera y dejarlas 
a temperatura ambiento unos horas antas de au utlllza· 
clón. No agitar. 



T8cnlca 

1, PreparacJ6n do fu galeria 

- Preparnruna cJrnata de incubac•Ori y r«p.:H!" 5 •n: .:pro· 
.c•madamenlo on JosalvooJos pnr;:i crp,lf un.1 ntn;ó~la:u 
húmeda 

- [scflbu la raloroncio do la cepa en l.'.l lcn¡ii.Jcl., lalt:rt1I de 
la c<lmara. 

- Sacar ra gaterla do su bolsa herméuca y co/ocilrln en la 
cámara de Incubación. 

2. Preparación del lnóculo 

- Abrir una ampolla de Suspenslon Mctdlum ( • 7 060 O) o 
de NoCJ 0,85 Mcdlum ( • 2 006 0) o ulihzar un tubo 
conteniendo 2 mi de la misma solución ~un aditivos. 

- Reallznr una suspensión con una lurbldoz igual ol Nº 2 
de la es<ola d• M<forfand que se puedo medir con la 
ayuda del Densltom~lro ATB 1550 o M<Fartand ston-
dard: para ello coger una rracción de una colonia con 
la ayuda de una pipeta, por aspiración o por toques 
sucesivos. 

- Doposilar una gota de la suspensión de levaduras en el 
medio AAT Medlum. 

- Abrir una empolla de e mc.dlum y lransferlr too pi (3 
gotas de pipeta Pa3leurde la 3usponsión preccdenle). 
Homogeneizar con lo pipote evitando la rormac1ón do 
burbujas. 

3, lnocufaclón 

- Llenar las cúpulas con la suspensión oblemda en e 
mc.dium. Evllar la rormación do burbujas. apoyando la 
pun1a de la plpela sobre el borde de la cúpula. llenar 
hasla nblonor un nivel tiorizonlal o ligeramente con· 
voxo, nunca cóncavo. Las cüpu/aa lncompletamonte o 
demasiado llenas puodon dar resullados lncorrfctos. 

- Cerrarla cámBra de incubación e lncubar24·72 horas a 
30ºc. 

4. lectura de la galerfo 

- Realizar la leclura después de 24. 46 o evenlualmento 
72 horas de Incubación. Sr los 1os1s (y en particular la 
glucosa) no &on muy netos, posadas 48 horas. observar 
el crecimiento do las levaduras : la cúpula O sirvo de 
control nogaUvo. Una cúpula MAS TURBIA que el 
control Indica uno REACCION POSITIVA. y so anota en 
la hoja de reaulladoa. 

NOTA: en el caso de que la lectura no pued3 hacer3e a la!I 
72 horas. os posible reallzarla al cabo de 4 dlas. 

Con ol fin do ovltar cualquler contaminación, quitar la 
topa do la camera do incub;aclón durante el periodo do 
reciura. 

5. ld•nllllcaclón 

- La ldenllficaclón puede hacer3e con la Tablad• ld•nll· 
flcaelón. Comparar los reacciones onoladas on la hoJ• 
d• t••ulledoa. 

- El Cotdlogo ftnolltko API 10 C AUX y el d1squette APILAS 
permllan la ldonlillcaclón con el perfil numérico. 

- Los tesis est4n separados por grupos de tres y un 
numero 1, 2 o-4 se asigna para cada test. Sumando en 
el Interior de cada grupo los numeras corrospondlen· 
tea a Jas reaccione• positivas, se obtienen siete cltrea 
que constuuyen el perfil numérico. 

NOTA : la prci:eri.:1'1 d~ !Jifas (micelio) o psoudohllas 
(Pseudumicel•OJ Ld'ls!:l..;y!:J o1 lc5l Nº '.ll con v;ilor •I 

tj,.,mp!o: 

2 7(S4 774 Trlchoa.pof"On belgelll 

6. Ellmlnecl6n del material utlllzado 

Dospuó!I de su ulllizaclón, ampollas, cámaras, pipetas y 
gafarlas deben ser incineradas o de3contamlnodas por 
auloclavado o lnmorston en agua de Jojia 

Limitaciones 

El s1stem API 20 e AUX está sobre todo dosllnado a lo lden· 
lificBción de levaduras eisl&das en cllnica. Ocasiona!· 
mente puede ser necesario reall.ter otros tesis complo· 
monlarios. 

Le lnlorpretaclón do estos tests debe hacerla un micro· 
blologo considerando el origen de la muoslra estudiado. 

Control de col/dad 

Los medios y galoriBS son objeto do controles do calidad 
sistemáticos en las d1feren1es etapas do su fabricación. 
El labora1orio quo lo dosoa puede realizar un control bac· 
terlologica con las siguientes cepas : 

1. Candida albicans 
2. Cand1da guilliermondli 
3 Candida pseudotropical1s 

ATCC 14053 
ATCC 6260 
ATCC 4135 

1.-+-+-+ +++--+++-
++++-++-++ 2. 

TKnlca 

T•bla d• ldenUflcaclón 

Blbllografla 

p. 11 

p. 12 
p. 12 
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