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RESUMEN 

Se evalu6 la potencialidad de producir vitamina 8 12 

a 68 bacterias marinas degradadoras de petróleo, 37 se 

obtuvier6n del tracto digestivo de 3 diferentes especies 

de camarones Penaeus aztecus, Penaeus duorarum ~ Penaeus 

setiferus, y 31 cepas bacterianas fuerón obtenidas 

de muestras de agua y de sedimento del área de las 

plataformas marinas de explotación petrolera ubicadas en 

el Golfo de México. 

Mediante el método de difusión en placa, se evaluó la 

la concentración y producción de vitamina B 12 ·utilizando 

a una cepa mutante de Escherichia coli ATCC 14169 que es 

auxótrofa a la vitamina 8 12. 

Los resultados que se obtuvierón indicardn que el 62 % 

del total de las cepas examinadas provenientes de los 

intestinos de camarones tuvier6n la capacidad potencial 

de producir vitamina B 12, mientras que de las bacterias 

obtenidas de las muestras de agua y sedimento de las 

zona de 

producir 

plataformas 

la vitamina. 

tuvier6n un 

Estos 

51 % la 

porcentajes 

importancia que tienen estos microorganismos 

ambiente marino, al aportar una vitamina 

capacidad de 

indican la 

en e 1 medio 

indispensable 

para el adecuado crecimiento y desarrollo de muchos 

organismos, así como para empezar a considerar a los 



microorg~nismos marinos como una posible alternativa en 

la biotecnología, para l"a producci6n de algun metabolíto 

en el cual se uti ! ice el petr6leo crudo como <í.nica fuente 

de carbono y ener g (a. 

Tamblen se efectuar6n ensayos para determinar la 

capacidad de utilizaci6n de hidrocarburos en recipientes 

de diferentes capacidades y conteniendo diferentes 

volumenes de medio de cultivo. Para ello se realizar6n 

algunas pruebas de crecimiento y degradación de petróleo 

en tras cos "pildoreos", "tinteros" y en matraces de 

Erlenmeyer. En base a los resultados obtenidos se eligi6 

a un cultivo miKto para hacerlo crecer bajo condiciones 

controladas en un pequeño fermentador de i250 mi. de 

capacidad, el cual ten!a petr6leo crudo como <í.nica fuente 

de carbono y energía, bajo estas condiciones se determin6 

el crecimiento de los microorganismos y la producci6n de 

vi tamlna a 12. 
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1 INTRODUCCION. 

Las actividades relacionadas a la exploración, 

explotación y transporte de petróleo en el Golfo de 

México, junto con los derrames accidentales del ,mismo, 

han incrementado la concentraci6n de hidrocarburos en el 

agua, e 1 sedimento y en los organismos marinos, lo cual 

puede afectar el crecimiento y el comportamiento de las 

comunidades biológicas presentes en el área (National 

Research Counci 1, 1985>. 

Estudios realizados 

embargo, que existe 

en el Golfo de México indican, 

una rápida recuperación 

sin 

del 

ecosistema, ya que no se han observado efectos negativos 

serios sobre la biomasa o composicidn de especies, además 

se ha determinado que existe una intensa degradación 

de los hidrocarburos presentes (Botella, 1979; Soto, 1981; 

Licea et al., 1982J. 

Durante el proceso de transformación y mineralizacidn 

del petróleo en el mar, participan una serie de factores 

tísicos, químicos y biológicos como son: la evaporación, 

la dilución, la sedimentación, la totoxidacidn y la 

degradación de hidrocarburos por microorganismos 

1977 ; 1981a >. 
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Se ha demostrado tamblen que en la blodegradacl6n de 

hidrocarburos las poblaciones bact~~la:~ú, son de grán 

" Importancia debido a su abundanclá y \~,+'f'Jll': distribución 

en el medio marino H1g'8yks;: !;1¿j¿:;1 GUnkeJ, ;1900; 

Atlas, 1981a l. 

Porras-Aguirre (1984) e Izquierdo- Vicuña C1985), han 

realizado estudios de Ja presencia y distribución de las 

bacterias degradadoras de petróleo en la Sonda de Campeche 

y encontrar6n que éstas se localizan tanto en columna 

de agua como en el sedimento, así como en el contenido 

Intestinal de los camarones Penaeaus aztecus, Penaeus 

duorarum ~ Penaeus set!terus que habitan en dicha área. 

De Igual manera se ha observado, que el niimero de 

bacterias degradadoras de petróleo, se Incrementa a medida 

que aumenta la concentraci6n de hidrocarburos en el 

ambiente marino, fen6meno que se ha utilizado para 

detectar el grado de afectac16n de una zona por los hidro-

carburos, al detectar el aumento de la P,Oblacl6n de bacte-

rias degradadoras de petr6leo en relación al resto de las 

bacterias heterótrofas ( Llzarraga-Partlda, 1983 l. 
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Algunos exp~rimentos de laboratorio demost~aron que los 

camarones al ser sometidos a una dieta de alimentos 

mezclados con petr6leo crudo, presentaban la capacidad 

de degradar ciertos hidrocarburos <Botella, 1975>. En 

estudios posteriores se observó la presencia de bacterias 

degradadoras de petróleo en el tracto intestinal de los 

camarones del área de la Sonda de Campeche, lo que podría 

explicar la capacidad observada en los camarones para 

degradar ciertos hidrocarburos. 

Estas bacterias obtenidas de camarones tienen ademas, 

una capacidad metabólica muy elevada que les permite 

aprovechar una gran variedad de compuestos químicos. 

Ver Aplmdice 1 . e Porras-Aguirre, 1984>. 

La amplia distribución que presentan 

degradadoras de 

utilizar a los 

petróleo, junto con su 

hidrocarburos como fuente 

las bacterias 

capacidad de 

de carbono y 

energía, han motivado a realizar diversas investigaciones 

que tienen como finalidad la util~zacidn de dichas 

bacterias para la degradación del petróleo crudo liberado 

en derrames accidentales y con el lo tratar de limpiar las 

zonas marinas que se encuentran contaminadas. C Ballerini, 

et a·l. 1986¡ Sirvins y Tramier, 1985 ) . 
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Otras estudios han sido dirigidos hacia la utilización 

de dichas bacterias, 

ros como su única 

para que aprovechen a los hidrocarbu

fuente de carbono y energía, para 

la producción de metabol!tos importantes como son 

amino.1i.cidos, antibióticos, vitaminas y otras sustancias 

(Humprey, i967; Abbott, 1971; Fukui, 1980). 

Aunque existe una amplia variedad de metabolítos que 

potencialmente podrían ser producidos por estas bacterias, 

existen algunos, como es el caso de la vitamina B 12 , que 

resulta ser interesante de estudiar por su importancia 

ecológica y por su valor comercial. ( Bruno,1978; Carlucci, 

1970; Catell, 1973; Friedmann,1970; Florent,1979 >.Ver 

Apéndice 3. 

Dado que la Idea de producir vitamina B 12 por bacterias 

degradadoras de hidrocarburos, utilizando el petróleo 

crudo recuperado de los derrames accldentale3 como fuente 

de carbono y energla, resulta un proyecto muy ambicioso 

para ser realizado en un solo trabajo personal; la 

presente Investigación fue limitada a la realización de un 

estudio preliminar que nos permita determinar l~ 

factibilidad de este proceso. 



1.1 Objetivo!!. 

Ante las consideraciones antes expuesta!!, lag objetivos 

del presente trabajo son: 

- Implementar un método para determinar la producci6n de 

vitamina B 12 por bacteria!! degradadorag de petróleo, 

tanto en cultivog purog como mixtos. 

- Determinar el porcentaje de bacterias degradadoras de 

petróleo que tengan la potencialidad de producir 

vitamina B 12. 

- Real izar alguna!! obgervacioneg en cuanto a la 

estabilidad en la capacidad degradadora de petróleo de 

divergog cultivog bacteriano!!, al degarrol larse en 

diferente!! volúmenes de 

- Estimar la importancia 

degradadorag de petróleo, 

capacidad metabólica y 

tecnológica. 

medio de cultivo. 

ecológica de lag bacteriag 

en base a su distribución, 

su posible utilización bio-
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2 MATERIAL 1 METODQ, 

2.1 Cepas de colección. 

bacterianas emp 1 eada_s-: -_en:-Las cepas 

pertenecen a 1 a colección del laboratorio ~e 

Marina de 1 ICMyL• <UNAMl. 

2.1.1 Orisen. 

trab-ajo, 

Microbiolosía 

Dichas cepas tuerón colectadas, seleccionadas y revisadas 

en estudios .previos <Porras-Aguirre, 1984¡ Izquierdo Vicuña, 

1985). Las cuales tuerón obtenidas a partir de muestras de 

agua y sedimento de la Sonda de Campeche en el Golfo de 

México del área cercana a las plataformas denominadas Akal J 

y Abkatum Alta, así como del contenido intestinal de 

camarones de importancia comercial Penaeus aztecus, Penaeus 

duorarum ~ Penaeus setíferus, capturados en la Sonda de 

Campeche. <Fi g. 1 l. 

2.1.2 Caracterfsticas. 

Cada una de las cepas bacterianas tiene un n6mero de 

identificación de acuerdo a su procedencia <Tabla 11, 

Las caracter{sticas morfológicas, ' fisiológicas y 

nutricionales de cada una de las cepas manejadas en este 

trabajo, se encuentran en el Apéndice 1. 

* Instituto de Ciencias del Mar y Limnologia. 
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Fig.1 Localizacidn de la área denominada Sonda de 
Campeche. 
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2.1.3 Selección de las cepas a trabajar. 

Del total de cepas bacterianas presentes en la colecci6n 

del Lab. de Microbiología, se seleccionarán a 96 cepas 

bacterianas, las cuales te6rlcamente eran degradadoras de 

petr61eo, de estas posteriormente se escogleróh a aquellas 

cepas que a pesar de haber estado almacenadas por un largo 

periódo de tiempo, conservaban la característica de utilizar 

el petróleo crudo obtenido del lxtoc 1, como dnica fuente 

de carbono y energía. Tambien se considero en la selección de 

bacterias, el tener cepas representantes de diferentes zonas 

y ambientes, para con ello tener una mejor visión de la 

distribución de 

vitamina B 12. 

la caracter{stica de la producción de 

La terma en que se verificó la capacidad de utilización del 

petróleo por las 96 cepas examinadas, se basó en la técnica 

descrita por Izquierdo-Vicuña C1985l, 

Apéndice 2. 

y reproducida en el 

2.1.4 Contirmaci6n de la pureza de la~ cepas. 

Una vez comprobada la capacidad degradadora de las cepas 

bacterianas se procedió a efectuar algunas pruebas para 

veriticar la originalidad y pureza de las mismas. 

10 



Las ·p-ruebas -que se considerar6n fuerdn 

Color de la colonia, 

Forma y el arreglo celular. 

Características de Esporulaci6n. 

Prueba de Oxidasa. 

Reacción de catalasa. 

Coloración de Gram. 

Los resultados obtenidos fuer&n comparados con los 

establecidos originalmente <Ver Apéndice ll. Las cepas 

bacterianas que no correspondían a la descripci6n original 

se descartar6n. 

2. 1. 5 Mantenimiento de las cepas. 

Las cepas puras se conservarán por duplicado mediante 

siembra en frascos pildoreros conteniendo medio sdlido 

peptonado tipo Zobell COppenheimer-Zobell, 1952>, despues de 

sembrar a cada una de las cepas se incubardn a 28 ªc durante 

48 horas posteriormente cada uno de los ¿ultivos se cubrier6n 

con aceite mineral estéril y se almacenardn en un refrigera

dor a una temperatura de 4 ºc. 

11 



2.2 Desarrol1o del Máiod6 para evaluar la Vitamina B 12 en 
~·.o·'. 

mues tras: bio'l6g i c,~s •.. 

2. 2. 1 General iélades. 

La técnica empleada para determinar la producción de 

vitamina B 12 en la presente investigación tue basada en un 

ensayo microbiol6gico; el cual comprende la utilizació'n de 

un microorganismo aux6trofo a la vitamina B 12, es decir 

em~leando un microorganismo incapaz de sintetizar por el 

mismo la vitamina y que por lo tanto requiere de fuentes 

exdgenas de suministro ( Hoff-Jorgensen, 1954; Strohecker, 

1966). 

2.2.2 Descripción del Método. 

El método empleado es conocido como "difusión en placa" y 

su principio se basa en preparar placas de agar en cajas de 

Petri con un medio base rico en aminoácidos, sales orgánicas 

e inorgánicas pero exento de vitamina B 12 . Antes de que 

solidifique el medio, las placas son inoculadas con el 

microorganismo aux6trofo ( Nathan, 1963 >. 

12 



Una vez sólidas las placas, se:ponen ~obre ellas de S a 6 

pequeños di9COS de papel fi\t.ro de Q,·7''mm;de diámetro, con 

0.1 mi. de la muestra por anal izar.· Las "placas son incubadas 

a temperatura ambiente durante 48 horas~, despues de (o cual 

se procede a su examinaci6n. 

En caso de que las pruebas sean positivas se observara la 

aparición de una zona o halo de crecimiento de la cepa 

auxótrota alrededor de los filtros donde existe cierta 

cantidad de vitamina B 12. 

.. 

El d!~metro de los halos de crecimiento es proporcion~l a. 

la cantidad de vitamina B 12 presente:.en la muestra. 

2.2.3 Cepa de Bioensayo 

El presente egtud!o ge ut111z6 a Escher!ch!a coli ~ 

14169, que es una cepa mutante y que eg aux6trófa a la 

la vitamina B 12. < Obtenida a traves ,de el laboratorio de 

Microbiología de la Un1versidad de HaTyland, E.U. l. 

13 



2.2.4 Medio.de Bioensayo. 

El medio de cultivo para el ensayo de 

recomendado por la ATCC es el medio 62 

vitamina B 12, 

<ver Apéndice 

2l,sin embargo por problemas técnicos tue necesario utilizar 

inicialmente el medio propuesto por Burkholder (1951), el 

cual posteriormente fue modificado para utilizar el medio 8. 

2.2.5 ln6culo. 

La preparación del inóculo de la cepa mutante de ~ ~ 

aux6trofa a la vitamina B 12, se hizo en tubos conteniendo 

10 mi. del medio B 12 lnoculum Broth, en el cual existe un 

excelente crecimiento de la cepa mutante despues de incubarlo 

durante 24 horas a 28 ºc. 

Una vez obtenido un adecuado desarrollo, las c~lulas 

tuerón separadas del medio de cultivo por centrifugaci6n a 

2500 rpm. durante 10 min. desechando el sobrenadante y 

resuspendiendo las células en soluci6n salina isot6nica, 

repitiendo el proceso de "lavado" en dos ocasiones. El 

procedimiento de inoculación consistió en adicionar 10 ml. de 

la suspencidn celular en soluci6n salina isotónica, dentro 

del medio de bioensayo antes que 

ligeramente el matraz con el 

éste solidifique, agitando 

medio de bioensayo para 

homogenizar la suspensión bacteriana. Por Último se vacia el 
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medio de bioensayo en cajM pe tri y una vez secas podrán 

mantenerse 

utilizados. 

en refrigeraol~·on hasta el momento de ser 

2.2.6 Curva Patrón. 

Para determinar la conceswntraoi6n de vitamina B 12 fue 

indispensable real izar unac:=:uurva patr6n, para lo cual se 

hicierón diluciones de cianococobalamina cristalina en agua 

destilada .y des Ionizada, hasta la obtención de 

concentraciones de 1, 

ng/ml. de la vitamina. 

10, SOc>,., 100, 200, 300, 500, y 1000 

Se valoró la cantidad deYl tttamlna obtenida en el bioensayo 

con la técnica descrita ant._seriormente, para 

utilizarón c/u de las diluclon1:es por triplicado. 

1 o oua 1 se 

Se midier6n 

los halos de creoimientoy • =on el promedio de las tres 

réplicas hechas se elaboró ~a curva patrón, Figura 2. 

La determinación de la c>·=antldad de vitamina en las 

muestras analizadas se efectuó por interpolacjÓn del promedio 

del diametro obtenido. 

Como se mencionó anteriorierznnte, el tamaño de los halos de 

crecimiento, es proporcional a la cantidad de vitamina 

presente en las muestras, 



Fig. 2. Curva patrón de la relación entre el._diametro 

-., ... ····; ··.,,-. ',,:, ,'· .. :· '.. ;'. ·",• .. ' .. - . 
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Análisis de la Curva Patr6~ de Vitamina B 12. 

La realización de las curvas patr6n de vitamina B 12 

empleando la t6cnica de dltusidn en placa, utilizando una 

cepa de Escherichia col! ATCC 14169 auxótrofa a la 

vitamina B 12, requiri6 una gran cantidad de cuidados, 

determinantes para el grado de respuesta y confiabilidad de 

la misma <Nathan, 1963; Voigt, 1978; 1979) asimismo fue 

necesario realizar una curva patrón para cada valoración de 

la concentraci6n probable en las diferentes muestras para 

ana 1 izar < Hott-Jorgensen, 1954 ; FI orent, 1979J, ya que la 

respuesta de dicha cepa en forma de halos de crecimiento 

varía segun las condiciones en los que la prueba se realize. 
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2.3 Método• ;para.eval.uar la ·potencialidad ;de• prod.ucir 

v-i ta mi na~~- .~2 iliict_é,,rias ~eg'l'id.~do~r9.·'d~·- petróleo. 
:-:>>: ,:' 

2.3.1 .Generalidades. 

La tl'Ícnica empleada para la seleccidn ,de cepas 

productoras de vitamina B 12, se basd en el mátodo descrito 

por· Prescott <1959), 

La base teórica de ésté método, consiste en hacer crecer 

las cepas bacterianas a investigar, sobre cajas de petrl 

co~tenienda un medio de cultivo para su adecuado crecimiento 

CZobel l.apendice 2 l. Las bacterias se siembran de forma 

puntual de manera que puedan probarse de 5 a 6 cepas por caja 

de petri.Se incuban durante 48 horas a 2a•c. Una vez obtenido 

el crecimiento, se ponen a secar a 50 ºe en un horno durante 

un par de horas. 

Par otro lado se prepara el medio de bioensayo ( medio 8, 

Apéndice 2 > el cual se inocula previamente con la cepa 

auiditrota a la vitamina. 

Antes que solidifique el medio de bloensayo, este se vacía 

sobre las cajas que previamente se pusierón a secar en el 

horno, de tal forma que se obtengan cajas con dos capas de 
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agar; se incuban a temperatura ambiente di.fraríte·'48' ·horas, 

tormandose evidentes halos de crecimienó alrededd'; '.de las 

colonias que pueden producir vitamina B 12~ 

2.3.2 Cepa control. 

Para esta prueba se contó con una cepa control o de 

referencia que funcionó como control positivo, Baci l lus 

megaterium ATCC 10778 que es una bacteria que produce 

vitamina B 12 y riboflavina. 

2.3.3 Modificación del M~todo. 

Dado que al llevar a cabo el método antes expuesto se 

presentarán una variedad de dificultades para su realización 

e interpretación de los resultados que se obtuvierón, tue 

necesario realizar modiflcaciónes al método originalmente 

desarrollado. 

Con las observaciones realizadas sobre el crecimiento 

de las cepas degradadoras de petróleo, se establecio que no 

era necesario utilizar el medio base para el crecimiento de 

las cepas a probar y que estas podian sembrarse directamente 

sobre el medio de bioensayo inoculado con la cepa auxótrofa a 

la vitamina B 12. 
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En las placas de agar se sembraron de 5 a 

degr~dadoras de petróleo de manera puntual 

6 cepas 

sobre la 

superricie del medio de bioensayo, se i ncubarón a 28 ° C 

durante 48 horas, obteniendose el crecimiento en forma de 

colonias aisladas. Posteriormente las placas fuerón 

incubadas a temperatura ambiente durante 48 horas, despues 

de lo cual se observó la formaci6n de halos de crecimiento 

a 1 rededor de las colonias bacterianas productoras de 

vitamina B 12. 

2.4 Prueba de estabilidad en la degradación de petrdleo. 

2. 4.1 Generalidades. 

Durante 

contempló 

sobre 1 a 

el desarrollo de la presente investigación, se 

la posibilidad de hacer algunas observaciones 

persistencia de la actividad degradadora de 

petróleo de algunas bacterias, al hacerlas crecer en 

recipientes con diferentes voldmenes de medio de cultivo 

pero con condiciones generales semejantes en cuanto a sus 

nutrimentos. 

Las cepas utilizadas para esta prueba fuerón elegidas al 

azar; de forma semejante se intento hacer cultivos mixtos, 

para determinar si se favorecia o no la degradación del 
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petr6.l eo .crüdo, as i como la capacidad de producir 

vitamina B 12. 

De una muestra reciente de intestino de camarón 

proveniente de la Sonda de Campeche, se selecclond un 

cultivo mixto de bacterias degradadoras el cual mostró 

una emulsificaclón del petróleo denominada "mousse de 

chocolat" al desarrollarse en agua de mar artificial con 

petróleo crudo del lxtoc 1, empleado como 6nlca fuente de 

carbono 
, 

y energia. 

Este cultivo fue elegido porque presenta el tipo de 

degradaci6n que se reporta en condiciones naturales en el 

mar abierto< Atlas, 1980; Sirvins,1985 J y fue denominado 

"cultivo ~natural", al cual no se le hiclerón todas 

las pruebas efectuadas para las ciernas cepas bacterianas. 

2.4.2 Ensayos en diferentes recipientes. 

El tipo de recipientes empleados en este ensayo fuer6n: 

-Frasco "pildorero" de vidrio con 10 mi. de medio de cul-

tivo. 

-Frasco "tintero" de vidrio con 90 a 100 mi. de medio 

de cultivo. 

-Matraz Erlenmeyer de vidrio, con 250 a 500 mi. de medio 

de cul tlvo. 
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El procedimiento pa·ra· 1 a rea.! ización· de este ensayo 

fue el siguiente. Por la cantidad de requerimientos, tipo 

de recipiente y facilidad de manejo, se empezo a trabajar 

con los recipientes de menor voldmen de medio de cultivo 

<frascos pildoreros) se continuo con los de mayor volumen 

y finalmente se realizarán ensayos en el fermentador en 

el que se tuvo mejor control de las variables temperatura, 

pH, agi taci6n y aereación. 
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2. 4, 2. 1 Frascos "Pildoreros" 

La. técnica para determinar .. la. ut{lizacfp~;~.i:le~.P~_tró'leo 

en 1 os t rasco s "pi 1 dor~ros", ast como ·ra.·{.d~.~~r'{b~1@<de 1 a 

composición del medio de cultlvo,. oondiC:io~~~ti~'t'.~·~~Úiyo y 

egtimaci6n de la degradación, se encuéntr~ ~¡,~lA~énd¡ce 2. 

2.4.2.2 ' Frascos "Tinteros". 

En el caso de los frascos "tinteros", se utilizó el 

mismo medio de cultivo probado en los tra!lcos "pildoreros«, 

Sin embargo el volumen de trabajo fue 10 veces mayor ya que 

en ~ste caso fue de 100 ml. y se inocular6n con 5 ml, de una 

guspensi6n de bacterias previamente crecidas en cajas petri 

que contenian medio Zobell. 

Las condiciones de cultivo consistio en introducir a los 

frascos en una ciclotérmica manteniendo la temperatura a 2s•c 

y la agitación a 250 rpm. 

2.4.2.3 En Matraz. 

Inoculaci6n. 

Los matraces se inocularán con bacterias degradadoras de 

petr6leo, que previamente fuerón cultivada!! por 24 horas en 

cajas de petri con medio peptonado Zob~l l Oppenheimer-

Zobel 1, 1952>, despues se resuspendier6n en 50 ml. de medio 

mineral di luido CLyman y Fleming, 1940> e introducidas en el 

matraz que contenia el petróleo crudo proveniente del 

li<toc 1 en medio mineral diluido al 20 % <Ver Apéndice 2>. 
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incubación; 

Los matraces inoculados tuerón cubiertos con papel 

aluminio e introducidos en una estufa ciclotérmica ~an~erifen~ 

dela a 25 ºe y con una agitación de 250 rpm. 

:, Elaboración de curvas de crecimiento. 

Para la real izaci6n . de una _curva de crecimiento se 
'>,;~:::.~', 

procedio _a cuan ti f loar e_I · \1&~e'r·c?~ é:le bacter las degradado ras 

de petróleo. 

Esta determinación se realizó por el método de conteo 

en placa, medlante la obtención inicial de muestras de 10 ml. 

de la cual se obtuvo una submuestra de un mililitro., con el 

cual se realizarán diluciónes en serie 1:10, 1:iOO, 1:1000, 

y 1:10000 utilizándose tubos con medio mineral 'diluido. De 

cada dilución se obtuvo una alícuota de 0.1 mi. la cual tue 

sembrada por duplicado en cajas petri conteniendo medio 

peptonado Zobell. 

Las cajas sembradas se incubarán qurante 48 horas a 

26ºC. Una vez obtenido el crecimiento se contaron las unida-

des formadoras de colonias lUFCl con lo que se determinó el 

nómero de bacterias por ml, presente en cada muestra. 
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2. s ·Ensayo decrec~iki~~fo en ;ermentador • 

. Con el_ que-mostró una mayor estabilidad de 

comportamiento 'fin cuanto a degradación y producción de vi ta-

mina B 12 en las condiciones de crecimiento en frasco 

"pildorero", "tintero", y matraz, se procedió a realizar 

un ensayo de crecimiento en un fermentador pequeño. 

2. s. 1 Medio de cultivo. 

El medio de cultivo preparado para el crecimiento 

bacteriano en el fermentador cver Apéndice 2J tue especial-

mente elaborado para favorecer el desarrollo sobre el 

petróleo crudo y producir vitamina B 12 . Este medio tue 

elaborado en base a los ensayos realizados en los otros 

recipientes y en estudios similares de fermentación con 

cepas degradadoras de petróleo crudo (Horowitz, 1975 ; Boyles, 

1984). 

2.s.2 lnoculaci6n. 

El cultivo bacteriano se desarrollo inicialmente en 

en cajas de petri de la misma manera y bajo circunstancias 

similares al inóculo que se prepar6 para matraz. 
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Una vez obtenido un crecimiento masivo sobre las caja~, 

se procedió a extraer de cuatro cajas de petri la mayor masa 

bacteriana posible utilizando un asa de siembra para 

resuspender la masa celular en un pequeño matraz con 50 ml. 

de medio mineral diluido. Por Óltimo con ayuda de una jeringa 

estáril se inoculó el fermentador con 20 ml. de la suspensidn 

bacter lana. 

2.5.3 Condiciones de cultivo. 

El ensayo fue real izado en un fermentador pequeño con 

capacidad de dos litros marca Biolafit bajo las siguientes 

condiciones: 

Aereación 

Agitaci6n 

Temperatura 

pH 

Aprox. 5 lt/hr. 

250 rpm. 

30 e 

7.5 

El fermentador fue manejado con un volumen de trabajo 

de 1250 m l. 

con papel 

vitamina B 

de medio de cultivo, el recipente tue cubierto 

aluminio para evitar la ,inactivación de la 

12 causada por la luz. 

El ensayo tue realizado en tres ocasiones para determinar 

el grado de estabilidad de crecimiento. 
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2. s. 4 Obtención 

biológicas. 

de muestras para determinaciones 

Para_ evaluar la cantidad de vitamina 8 12 producid_a 

extracelular e intracelularmente, as{ como para realii~r 

una curva de crecimiento se tomarán muestras de 10 ml. del 

cu l ti vo '.cad 24' he ras.-

2. 5. 5 .>Estima:ción de curva de crecimiento. 

Se determinó el desarrollo bacteriano en ~l fermentador 

por medio de curvas de crecimiento empleando el' procedimiento 

anteriormente mencionado de siembra en placa con formación de 

unidades formadoras de colonias lUFCJ. 

2.5.6 Valoración de vitamina B 12 extra e intracelular. 

Para la determinación de la vitamina 8 12 producida 

tanto en el interior celular como en el sobrenadante de cul-

t !vo, se etectu6 una separación células-sobrenadante, 

centrifugando 

minutos. 

la muestra obtenida a 5000 rpm durante 15 

Las células se lavarán dos veces con medio mineral 

diluido y centrifugadas en las mismas condiciones. 
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Tanto las c~lulas como el sobrenadante se tra'tárdn 

con una solución amortiguadora de acetato de sodio O.OSH 

<pH=S,61, conteniendo 0.01 % de KCN y se procesarón en ba~ 

maria con agua en ebullición durante 20 minutos. En todo 

el proceso los tubos se cubrierón con papel aluminio. 

La 

efectuó 

valoración de la 

con. el método de 

an.ter iormente. 

cantidad 

difusión 
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3 ReSULTADOS Y D!SCUS!ON. 

3.1 An~lisis Global. 

Inicialmente en el presente estudio se había considerado 

trabajar con un total de 96 cepas bacterianas capaces de 

utilizar el petróleo crudo del lxtoc 1, como dnica fuente de 

carbóno y energía. Sin embargo, despues de establecer el 

criterio de seleccionar solo a las bacterias que aun mante

nian la capacidad de utilizar los hidrocarburos, el número de 

cepas a trabajar disminuyó a 68; lo cuál significó que durante 

el almacenamiento cerca del 30 % de las cepas perdió esta 

capacidad. No se conocen las razones por las que se produjo 

este fenómeno pero puede deberse a que el método de conserva

ción en el medio de cultivo en el cual no existen hidrocar-

buros, provoca que a falta de estos no se induzca una 

adecuada actividad enzimática que permita aprovecharlos 

y se pierda la intormación genética indispensable para 

uti 1 izar los hidrocarburos, como podrían ser la pérdida 

de plásmidos que se ha demostrado ~on importantes para 

favorecer la capacioad biodegradativa en algunos micro-

organismos ( Higgins, 1978; Grady, 19851. 
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3. 2 P.orcentaje de Bacterias potenc~ialmente degradadoras de 

petróleo y productoras de vitamina B 12. 

En la Tabla 1, 

trabajadas, lugar 

se puede 

de origen 

observar al total 

y su capacidad de 

de cepas 

producir 

vitamina B 12 • Puede observarse que no se puede hacer una 

una comparación adecuada entre las cepas bacterianas aisladas 

del contenido intestinal de diferentes especies de camarones, 

ya que el nómero de bacterias de cada uno es muy dlterente, 

debido a la selección inicial de estudiar solo a las cepas 

que tenían la capacidad de utilizar el petróleo crudo. 

Conforme a los datos presentados en la Tabla 2, podemos 

observar que tanto las cepas provenientes de las plataformas 

petroleras como las de camarones, presentarán mas de un 

50 % la capacidad potencial de producir la vitamina B 12. 

Este porcentaje fue de entre 51 % para bacterias de las 

plataformas y 62 ~ para las bacterias obtenidas de camarones 

presentándose aproximadamente una diferencia del !O % entre 

uno y otro, lo cual indica una ligera ventaja en cuanto a la 

capacidad de producir vitamina por part~ de las cepas prove

nientes del intestino de camarón. 

Sin embargo, puede decirse que la capacidad para utilizar 

los hidrocarburos se encuentra mas desarrollada en aquellas 
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TABLA 1. Potencialidad de degradación de petróleo y 
producción de vitamlna B 12 de las cepas estudiadas. 

ORlGEN 

Plataforma 
Akal J 
(sedimentol 

Plataforma 
Akal J 
laguaJ 

Plataforma 
Abkatum A 
la¡¡uaJ 

Plataforma 
Abkatum A 
lsedimentol 

NOTA: O.P. 
P.V. 
• 

CEPAS O. P. P. V. OR 1 GEN CEPAS 

1114 + - Camarón 2001 
1116 + + Penaeus 2003 
1118 + + aztecus 2005 
1128 + + 2008 
1301 + - 2011 
1302 + - 2013 
1309 + - 2016 
1.317 + - 2022 
1322 + - 2023 
1324 + - 2035 
1325 + + Camarón 2042 
1329 + + Penaeus 2044 
1838 + + aztecus 2050 
1839 + + 2051 
1848 + - 2053 
1849 + - 2054 
1851 + + Camarón 2067 
1855 + - Penaeus 2074 
1856 + + aztecus 2089 
1866 + - 2093 
1939 + - 2094 
1947 + + 2097 
1950 + + 2100 
1952 + + 2107 
1954 + + 2111 
1959 + - 2122 
1961 + - 2123 
1964 + + Camarón 3016 
1965 + + Penaeus 3020 
1968 • + aztecus 3022 
1973 + - 3028 

3029 
3030 

Camarón 3056 
Penaeus 30SO 
~1H.1t eru~ 
Camarón 3070 
E!ilna!ilus 3084 
guorarum 

Degradación de Petróleo crudo. 
Producción de Vitamina B 12. 
Respuesta Positiva • 
Respuesta Ne¡¡at1va. 
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O.P. 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

• 
• 
• 
+ 
.. 
+ 

+ 

• 

P. V. 

+ 
-
-
+ 
+ 
-
+ 
-
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
-
-
-
+ 
+ .. 
-.. 
-
-
-
-
• 
• -.. 
+ 
+ 
t 

-
+ 

+ 
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TABLA 2. Porcentaje de degradación de petróleo y producción 

de vitamina B 12, de acuerdo al origen de las cepas 

estudiadas. 

Origen de las Ng de cepas con N!!de cepa,s degradado-
cepas capacidad de doras de petróleo 

degradar e 1 y con potencialidad 
petróleo. de producir Vi t. B 12. 

Penaeus aztecus 3 3 2 o 

Penaeus setiterus 2 1 

Penaeus duor.arum 2 2 

Total de cepas de 
intestino de 3 7 • ";;--<-. -2 3 \62. 16%J 
camarón. : '· ... _,,,~-: -
Platal'ormas 1 5 

:.-· . . ---/(' 1 o 
(sedimentol 

·--

Plataformas 1 6 6 
(aguaJ 

Total de cepas de 3 1 1 6 (51. 61%J 
Plataformas. 

Total de cepas 
investigadas. 6 8 (100 %) 3 9 (57. 35%) 
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.. '., 

bacferias:que;se/en~u~ntran en el .sedimento, que dé las que 
...: •.. ·-;._-,_.=.. -

se encuent.~ari<en 1a<columna de agua, ya que se puede décir 

se debe .·a· ·qu.e tienen mas establecida la capacidad de 

utilfza~ 16s htdrobarburos, por estar en un contacto continuo 

con ellos <Tabla 2>. 

Del total de cepas estudiadas con capacidad de degradar a 

los hidrocarburos el 57.35 % presentó la caracteristica 

de producir potencialmente la vitamina B 12, lo cual nos da 

una idea sobre la importancia que tienen en el medio 

ambiente marino; ya que ademas de contribuir a la trans-

formación y mineralización de los hidrocarburos, pueden 

aportar metabolítos como la vitamin B 12 que tiene una 

gran importancia en los diferentes niveles tróf ices de la 

cadena alimenticia del ambiente marino. 

Algunas investigaciones han demostrado, que existe una 

gran variabilidad en las bacterias en cuanto a su capacidad 

de producción o requerimiento de la vitamina B 12. En general 

se ha encontrando, bajas proporciones de bacterias que 

requieren de el la y se ha observado 4na poblac16n mayor 

de bacterias productoras. Berland <1976>, encontr6 que de 232 

capas da bacterias estudiadas el 3.5 % necesitaban vitamina 

B 12, mientras que un 26 % pueden producirla; por otro 
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lado Starr l1957J, estableció 

70 % mostraba la capacidad de 

utilizando la cepa mutante de 

que de 34 cepas marinas·, ·e.l 

producir la vitamina B 12 

Escherichia coli 113-3 como 

base para el bioensayo, mientras que las mismas cepas 

mostraban una actividad del 30 % cuando empleaba 

graci lis z. Otro caso 

para su 

fue el a Euglena 

Ericson <1953J, el cual 1ntorm6 que el 70 % 

determinación, 

reportado por 

de bacterias que se desarrollaban sobre macroalgas son 

capaces de pr.oducir la vitamina B 12, 

De igual terma existen una diversidad de organismos que la 

requieren como es el caso de algunos miembros del 

fitoplancton < Carlucci, 1970 l, especialmente una diversidad 

de diatomeas en las que se piensa que sus crecimientos 

explosivos estan determinados por la presencia de la vitamina 

B 12 < Fiala, 1962; 1984 l. 

Por otro lado es importante establecer que la cantidad de 

vitamina presente en el ambiente marino son muy bajas,a nivel 

de nanogramos por litro, por ejemplo Bruno, en 1978 encontró 

concentraciones desde no detectables, hasta 10.6 ng/l, 

mientras que·catell, 1973 encontró que podían existir desde 

0.8 ng/l en 

5 metros y 

la superficie, incrementandose a 12. 5 ng/ l a los 

hasta 10 ng/l entre los 20 y 50 metros de 
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profundidad. La información anterior da una idea de los 

bajos niveles de producción en condiciones naturales y de la 

diversidad de factores que pueden influir en las concentra

ciones finales de vitamina B 12 en el ambiente marino. 

Algunas de las cuales son presencia de organismos productores 

o de consumidores de la vitamina, presencia que a su vez 

podría estar determinado por la época del año l Cowey,1956 J 1 

por la presencia de inhibidores de la actividad de la 

vitamina B 12 ( Carlucci, 1970 >, por la presencia de materia 

particulada y suspendida que favorece el crecimiento de 

microorganismos < Burkholder, 1956 J, por la cantidad y 

lugar en que se encuentren los microorganismos productores 

( Catell, 1973 Lo ve 1 1, 1981 l, así como por una amplia 

diversidad de factores. 
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En relaci6n con los'resul.taé:tos obtenidos en la presente 

investigación se E·u~de deAtr_qu_e: el, porcentaje de bacterias 

con capacidad de prodli¡;H'tá.C"JitS.r\irria .B i:2 es relativamente 
' . . . . e • :·.~~-; .. . . . ' 

al to; mi entras que el ¡;;Cim~ro~;.<:!:~:~ ~·~cter i as que la requieren 

y que no son capa,c~_s 'de~''.'p~·§ducirla es muy bajo. 

Lo anterior concuerci'a ·con lo establecido por algunos 

investigadores con relación a que los microorganismos y en 

especial las bacterias, son los seres vivos que pueden sinte-

tizar la vitamina B 12 ( Perlman, 1959; Friedman, 1970; 

Florent, 1979 ; Skeggs, 1981 l. Algunos solo lo sintetizan 

para satisfacer solo sus necesidades y otros tendran la 

capacidad de producir mayores cantidades que pueden ser 

liberadas cuando la célula productora muere o que tenga la 

posibilidad de liberarla a traves de su membrana celular 

durante su crecimiento. 

3.2.1 Observaciones. 

Si revisamos la composición del medio de cultivo utilizado 

en el bioensayo, podremos observar que no existe ninguna 

ruente de suministro de vitamina B 12, lo cual hace que la 

cepa aux6trofa a la vitamina 8 12 presente en el medio de 

bioensayo no se desarrolle, en comparación a las cepas 

estudiadas a las cuales se evalua si prod.ucen vitamina B 12, 
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las cuales son sembradasCsobre eL-m_edio de c:uitfvo_de'_prüeba; 

El simp,l_e -hechCl,de_- creéer indica que no requieren d_e vitamina 

lo que necesitan; 

S_í -~de~as·._de crecer sobre las placas de ensayo, tavorecen 

el crecimÍento de la Escherichia coli la cual necesita de la 

vitamina para crecer, indicará que produce mas cantidad que 

las demas y que de alguna forma es liberada del interior de 

la célula, ya sea por muerte de la célula o que se libere por 

otro mecanismo. 

Existierón 4 cepas que no se desarrollarán sobre el 

medio de bioensayo, las cuales tal Üez requ!ren vitamina 812 

o algun otro compuesto que no estuvo presente en el medio de 

cultivo. 

Asimismo pudo observarse en un caso, que mientras una cepa 

daba respuesta positiva a la producción de vitamina B 12, con 

la tormac!Ón de un halo de crecimiento correspondiente al 

desarrollo de la L col! dos cepas cercanas a ella, las cepas 

2111 y 2122, inh!b!an parcialmente el halo de crecimiento, 

esto probablemente se deb!o a la liberación de alguna 

sustancia de tipo antibiótico, que tambien se ha probado 

pueden ser producidos por bacterias degradadoras de hidro-

carburos (Kvasn!kov, et. al. 1975 ¡, sin embargo esto Último 
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TABLA 3. Observación de degradación de petróleo y produc~ión 

de vitamina B 12 en diferentes volómenes de medio de cultivo. 

e E p A s 

1324 
1325 
1317 
1118 
2011 
2067 
2022 
1302 
1322 
2100 
2111 
3064 
2020 

2050 
3022 
2022 
2050 
Cultivo 
mi><to 
natural 

NOTA: + 

Degradación de 
petróleo en 

10 mi. 100 m l. 500 mi. 

+ - -
+ - -
+ - -
+ + -
+ - -¡ .. 

+ + -
+ - -
+ - -
+ + + 
+ - -
+ + -
- + -
-

- -
+ 
+ 
+ - -
+ 

+ + + 

Respuesta positiva. 
Respuesta negativa, 
Cultivos mixtos. 

Producción de 
vitamina B 12 en 

Prueba 
de 

Placa Células Sobrenadante 

- - -
+ - -
- - -
+ + -
+ - -
- - -
- - -

'.;") '._. 
- . -. .· .· -

··- -. 
;' - -

+· .:· .... - -
i-.·. 

- -. 
+ 
+ 
- - -
+ 

+ + -

Las pruebas de degradación de petrdleo en frasco de 
10 mi. y de producción de vit.B 12 en placa son 
pruebas realizadas a cada cepa. 
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no se comprobó en el presente estudiri por lo que marca una 

pauta par";{est'ucllós posteriores. 

3.3 to~paración de la estabilidid degradativa de petrÓl~o 

crudo en diferentes recipientes. 

En relación a la actividad degradadora de las cepas 

inicialmente seleccionadas, como se muestra en la Tabla 3, 

el comportamiento de degradación de petróleo varía con 

respecto a los diferentes volúmenes de los recipientes 

utilizados para efectuar la prueba de degradación. 

Se observó que aunque inicialmente mostraban una 

adecuada actividad degradadora en pequeños frascos con 

10 mi. de medio, al ir aumentado el tamaño de recipientes 

y el volumen de trabajo a 100 mi, el comportamiento de 

crecimiento y degradación en muchos casos se perdía o 

no se inducía adecuadamente. Quiz~ aunque proporcionalmente 

se dio un inóculo similar en los diferen•es recipientes se 

necesito un in6culo mayor al proporcionado o un mayor tiempo 

y condiciones especificas para la inducción de la actividad 

degradativa. Aqu{ es necesario mencionar que el comporta

miento de la transformación del petróleo por biodegradaci6n 

cuando se presentaba en trascos de 100 mi, vario algunas 
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veces con ".respecto al ob'seivado en frascos pildoreros, 

mientras que en estos últimos de 10 mi. se observó el 

crecimiento de la cepa bacteriana en forma de turbidez y 

con la transformación del petróleo en partículas de menor 

tamaño; en frascos tinteros mostraba diferentes comporta-

mientas, e 1 cual iba desde la formación de algunos tipos 

de "natas" o películas de crecimiento, así como la formación 

de pequeñas "pelotitas" de petróleo como resultado de un 

tipo de agregación 

ficación del mismo 

del petróleo y por Último la emulsi

con el establecimiento de una suspensión 

petróleo-agua, que se denomina "mousse de chocolat " Este 

Último comportamiento es el comunmente observado en mar 

cuando existen derrames accidentales y comienza a darse el 

proceso de biodegradación lAtlas, 1980 ; Sirvins, 1985¡. 

Aunque se consideró como prueba negativa de degradación 

aquella en que no se observaba crecimiento bacteriano con 

turbidez del medio y desaparición o transformación del 

petróleo, es 

transformación 

posible que se estuviera dando cierta 

del petróleo; aunque esta no haya sido 

evidente como cuando se ut111z6 el "cultivo mixto natural". 

Como se observa en la tabla 3, al ensayarse algunas 

combinaciones bacterianas ( cultivos mixtos J, a partir de 
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cepas puras, para determinar ·si así ;ge·' favorec{a la 

degradaci6n del petróleo, se observó que: ;¡a~' CCJmbina6iones 

real izadas no fuerón adecuada:s, ya que ·.·:no!·:.~;:'c observó ni 

degradación, ni crecimiento. El hecho de'·que· no· hayan podido 

desarrollarse sobre el petróleo c·rudo, indica que existió 

alguna condición desfavorable que no permitió su 

crecimiento o que existió un antagonismo entre las cepas 

utilizadas. 

Crecimiento en Matraz. 

Como puede verse en la Tabla 3, existe un cultivo 

integrado por 6 cepas bacterianas J al que se le denominó 

"cultivo mixto natural" el cual mostr¿ un comportamiento de 

rÁpido desarrollo y estabilidad en su terma de crecimiento 

en el medio de cultivo con petróleo crudo, cuando se 

desarrollo en frasco "pildorero" y "tintero", razón por la 

cual se eligió para hacerlo crecer en matraz. Este cultivo 

dentro del matraz mostró un rápido crecimiento como puede 

verse en la Figura 3, en donde puede notarse que durante 

e 1 tiempo observado todavía continuaba en la etapa de 

crecimiento razón por la cual en ensayos posteriores se 

efectuó durante mas tiempo, en esta prueba no se observó 

una etapa de adaptación. 
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3.3.1 SWlecci6n del. cultivo bact~riano ma~ apropiado para 

prueba en Fermentador. 

E~ esta misma tabla 3, se puede 

"cultivo mixto natural" que mostr6 una 

observa~ que 

estabilidad 

el 

de 

degradaci6n en el transcurso de los ensayos efectuados en 

los diferentes recipientes de cultivo. 

Dicho cultivo, siguió utilizandose ya que ademas de 

efectuar una impactante taza de degradacidn "aparente", 

mostr6 también una producción de vitamina B 12, lo cual hizo 

a este cultivo especialmente interesante. 

Aquí se utiliza el tdrmino "aparente", porque la 

determinación de la degradaci6n solo fue cualitativa, ya 

que no fue posible realizar en ninguno 

estimación del tipo y cantidad de 

de los ensayos una 

los hidrocarburos 

utilizados. En donde el análisis por cromatografía de gases 

hubiera sido una buena opci6n para el lo. 

El "cultivo mixto natural", en base a sus características 

en la forma de degradación y su capacidad de producir 

la vitamina B 12, tue seleccionado para observar el 

comportamiento del crecimiento de las bacteria degradadoras 

dentro del fermentador y determinar la produccion de la 

vitamina B 12. 

42 



curva .de o~~ci~~en tb'de 1 11 c"u'1 flvéí H ri<t6 NS: fura l" 
--·-'=.':·-· 

des ar ro 1 1 ado e~ ~a t ~<!..:: C:o~ 5~0 mi. de medio de cu IU vo. 

e 
' 1cf Ul 
<t 
.J 
::> 
.J 
w 
u 

w 
o 

ª' :: 

10~ 

10 20 30 40 ~o 60 70 eo 

TIEMPO lHRS.I 

43 



3.4 Respuesta de creclmlento del 

el Fermentador. 

cultlvo bacterlano en 

El ensayo de crecimiento en el 

tres ocasiones, el n6mero de bacterias presentes~ las 

variaciónes en el 

en la tabla 4. 

pH y la temperatura se e;,cuentrá.n 

El comportamiento del crecimiento de las tres ocasiones 

esta representada en la Figura 4 , donde se observan 

las curvas de crecimiento que corresponden a la 

y 3~ termentaclones respectlvamente. A 1 comparar 

mencionadas curvas de crecimiento podemos notar 

las 

que 

presentar6n una gran slmilitud en su comportamlento, lo 

cual nos indicó el grado de la estabilidad de desarrollo 

de los microorganlsmos en el fermentador. 

En las mismas curvas de crecimiento es posible observar 

que no existen tases prolongadas de adaptación, de tal forma 

que crecen rápidamente, aquí el incfoulo introducido tuvo un 

lmportante papel en el crecimlento dentro del fermentador. 

Las observaciones en cuanto a la torma de degradación, nos 

lndicarón que el comportamlento del cultivo bacteriano 
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TABLA 4. Concentracidn de bacterias, condiciones de pH y 
temperatura en tres replicas del ·.,cultivo mixto natural" 
durante el crecimiento en un fermentador. 

FERMENTAClON l 

Muestra Tiempo N~ de Células \UFC> p H Temp. 
\Hrs. l 

l o 2.0 X 10
6 

7.6 3 o ºe 
2 3 1. 2 X 10" 7.6 3 o ·e 
3 2 3 ----------- 7.5 3 1 •e 
4 2 7 6.78 X 10 'I 7.5 3 l ºC 
5 4 8 7. 19 X 10' 7.4 3 2 •e 
6 7 2 3.06 X 10ª 7.3 3 3 ·c 
7 9 6 4.57 X 10 El 7.0 3 2 ·e 
8 1 1 9 4.03 X 10 

8 
7.0 3 l ·c 

FERMENTAClON 11 

Muestra Tiempo N~de Células lUFCJ p H Temp. 
<Hrs. > 

1 o 2.38 X 10 'I 7.5 3 2 ·e 
2 2 4 7.25 X 10" 7.3 3 1 ·e 
3 5 1 1. 36 X 10ª 6.8 3 1 ºC 
4 7 4 1. 74 X 10 8 6.5 3 o "C 
5 9 6 1. 55 X 10 

9 
6.5 3 o ºC 

FERMENTAClON 111 

Muegtra T ! empo N,-de Células \UFC> p H Temp. 
<Hrs. > 

1 o 5.79 X 10' 7.5 2 9 ºc 
2 2 5 5.0 X 10' 7.5 3 o ·c 
3 3 1 6.8 X 10 'I 7.4 3 o •c 
4 4 4 2. 18 X 10 9 7.0 3 o •e 
5 5 5 2.8 X 10 9 6. 1 3 2 ºC. 

6 7 2 l. 7 X 10 !!> 6. l 3 1 ºC 
7 9 5 l. 18 X 10 g 6.4 3 1 ~c 

8 1 2 o 9.2 X 10 ~ 6.4 3 o ·c 
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"mixto n~tural" fue muy semejante durante todos los ensayos 

efectuados en diferentes recipientes, observándose en 

todos los casos una emulsif 1caci6n con aspecto chocolatoso 

despues de haber transcurrido algunas horas de crecimiento. 

En la misma Tabla 4 1 se observa que el pH sufri6 en la 

2~ y 3~ fermentaciones una baja de cerca de una unidad, es 

decir de pH= 7.5 a pH= 6,4, lo cual supone la acidificación 

del medio como resultado de la actividad microbiana sobre el 

petróleo. Esto a su vez si ocurre en el ambiente natural 

marino podría provocar daño a microorganismos que sean 

sensibles a cambios de pH. 

Por su parte la temperatúra dentro del fermentador tendió 

a elevarse por la actividad metabólica de los 

microorganismos sin embargo mediante los dispositivos 

del fermentador se mantuvo controlada entre 30 a 32 ªC. 

Sin embargo en condiciones naturales y tomando en cuenta la 

extensi6n del área donde se efect6a la degradación del 

petróleo y dependiendo de las condiciones ambientales 

estas elevaciones de la temperatura no serían considerables. 

La consistencia del medio de cultivo al 

fermentación 

que fue el 

se mantuvo 

resultado 

con una apariencia 

de la emulsificación 
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l Bartha y Atlas, 1977 l. Esta. __ -condicfón;_: __ :m_ostro ser muy 

semejante a obtenida en_estudidi~~im[lar~s. ~e~~ermentaci6n 
. '':,_:_; "<~_:¡:,,:-

en el que se empleopetró·1~;~¡;;-6;J_db•:~~·Y,"'.~cj~~~s'.se util izar6n 

cultivos mixtos. 

;,''.;_: ~";:;_1;' 

e ~o?T~~. - 1984;'':, a¿~~i~k,· 1984>. 

3.5 Producción de .Vitamina B 12 en Fermentador. 

En cuanto a la producción de vitamina B 12 realizada en 

el fermentador, se observó una mayor concentración en 

el interior celular que en el medio de cultivo, Tabla 5 , 

lo cual concuerda con algunos estudios realizados por 

Fujil, 1966; Fukui,1967; Kamikubo, 1978. 

Las cantidades de vitamina producida en el fermentador por 

el "cultivo mixto natural" oscilardn de 3 a 6 ng/ml, en 

el sobrenadante del medio de cultivo, mientras que en 

el interio~ celular la cantidad de vitamina fluctóa de 

aproximadamente 5 a 10 ng/ml. Si sumamos la produccidn 

del interior y exterior celular la cantidad total de 

vitamina producida fue de 16 ng/ml l ver Tabla 5 J, 

esta cantidad es superior a la concentración encontrada 

de la vitamina B 12 disuelta en el mar, pero a la vez es 

muy baja si se compara con la cantidad de vitam1n3 

producida por microorganismos mejorados y empleados en la 

producción industrial de la vitamina B 12, que por ejemplo 
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TABLA 5. Crecimiento y producción de vitamina por el "Culti
vo -~ixto,natur~l~•l _desarrollarlo en el Fermentador. 

1 • '. é,c·c -· ·· Concentración de Vitamina B 1:2 
Muestra Tiempo N2 de .Células en ng/ml en 

\Hrs. l -sobrenadante-..- células - Tata 1 -
' 

1e o 5.79 X 10~ 4. 16 5. 11 9.27 

2~ 25 5.0 X 10:¡ * 6.95 6.95 

3~ 31 6.8 X 10 :¡ * 6.95 6.95 

4~ 44 2.18 X 10ª * 5.66 5.66 

52- 55 2.8 X 10 8 3.39 6.27 9.66 

52- 72 1. 7 X 10 ° 5.66 9.46 15. 12 

72- 95 1. 18 X 10ª 5.43 10.48 15.91 

92' 1:20 9.2 X 10 ~ 5. 11 10.06 15.17 

Nota: En donde esta el simbolo * no se detecto vit. B 12. 
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en Merck and Co., Inc.·en .1971 producía. hasta 60 mg/l 

<Florent; 1979> .• 

_.- . -·,---·--- ... ,,,:;~ - ~-

Se ' observó cierta f l~ct~a~ión en 

vitamina B. i2 díirante '·e1' ·cíesarrol lo de la 

( ver Figura 5 que pudo deberse al aumento de riómero de 

alguna de las cepas que componen el cultivo mixto. 

Investigaciones anteriores muestran algunos intento~ 

realizados para producir vitamina B 12, empleando H1dro-

carburos puros o una mezcla de los mismos l Fukui, 1967; 

Abbott, 1971; Horikawa, 1971l. Sin embargo al parecer no se 

habia contemplado la posibilidad de utilizar al petróleo 

crudo como fuente de carbón y energía, para fermentaciones 

que pretendan producir vitamina B 12. 

En algunos estudios trabajar6n con microorganismos totosin-

téticos de Rhodopseudomonas speroides creciéndose sobre 

hidrocarburos y llegando a obtener una producción de hasta 

23 )f&lg en de la vitamina B 12 ( Horikawa, 1971 l. Otros 

estudios emplearón diferentes especies de Pseudomonas, 

sobre n-parafinas para producir la mencionada vitamina 

l Morikawa, 1969 J. 

Asimismo se ha llegado a producir hasta 0.6 mg/I, por el 

desarrollo de una Corynebacterium en Alquenos l Fu ji i , 
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1967 l, otros estudios revelan producciones de Vitamina 

B 12 que van desde 2. 5 a 212 _f(g/ 1 de medio de cultivo, 

fluctuaciones que dependen tanto del microorganismo como 

de la fuente de carbono ut! 1 izado, en dichos estudios se 

ensayar6n desde hidrocarburos 

paraf !nas lKamikubo, 1979J, 

puros hasta mezclas de 

En algunos de Jos estudios ya mencionados tambien se ha 

observado que los microorganismos que utilizan a los 

hidrocarburos, producen mayor cantidad de vitamina B 12 

cuando se desarrollan en un medio con una mezcla de 

hidrocarburos, que con un medio con hidrocarburos puros, y 

en estos dos últimos medios 

desar ro 1 Jan en 

Kamikubo, 1978 l, 

medio con 

producen mas que cuando se 

carboh!dratos l Fuj!i, 1966 ¡ 

Con base en lo anterior se puede observar que Jos 

rendimientos de vitamina B 12 del presente estudio, han sido 

mas bajos que los encontrados con microorganismos mejorados 

genéticamente y que ademas emplean otras fuentes de carbono. 

Por otro lado se observó que en este estudio la vitamina 

B 12 producida se encontraba tanto en el interior celular 

como en el sobrenadante de cultivo, aunque en algunas de las 

muestras no se detect6 vitamina en el sobrenadante de 

cultivo < ver Figura 5 J, Ja cual quiza fue utilizado 
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por alguna de las cepas que componen el mismo "cultivo 

mixto natural" para estimular su desarrollo. 

Finalmente se hizo una comparación entre la capacidad de 

producir vitamina B 12 con los datos que se tienen 

sobre diversas capacidades metabólicas y características 

fisiológicas que se obtuvlerdn en estudios previos ty que se 

encuentran en el Apéndice !J, para determinar si existía 

algun tipo de relación 

fisiológica y la capacidad de 

esté análisis no se encontró 

entre alguna caracter(stica 

producir vitamina 

ninguna relación 

B 12. De 

entre las 

las características con que se contaba. 
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3.6 Importancia de la existencia de bacterias degradadoras 

de Petróleo. 

La amplia distribución y su potencial metab6lico, hacen 

a las bacterlas degradadoras de petr61eo, mlcroorganismos 

importantes para la transformación de los hidrocarburos 

y incorporación de los mismos al medio ambiente ya que estos 

son transrormados por las bacterias una ve2 que entran 

en sus r.utas metabólicas, utili2andolos como fuente de 

carbono y energía. De igual forma como resultado de dicha 

actividad metabólica se pueden producir metabolÍtos o 

sustancias, las cuales favorecen su crecimiento, le sirven 

como defensa, son eliminadas al exterior de la célula como 

desechos o para que puedan ser utilizados 

organismos. 

por otros 

Como puede apreciarse en el Apéndice 1, los micro

organismos degradadores de petr6teo, no solo tienen la 

capacidad de utilizar los hidrocarburos sino que estudios de 

taxonomía numérica que se han hecho ( Muño2-Rubio, 1983; 

Porras-Aguirre,1984 ; Carballo-Cru2,1985 ; Izquierdo-Vicuña, 

1985 ) se demuestra que pueden asimilar diversas fuentes 

de carbono, vivir bajo diversas condiciones y producir 

diversas sustancias, lo cual deber.i de ser considerado para 

llevar a cabo estudios en que se puedan aprovechar estas 

capacidades. 
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Estas bacterias de igual forma ayudan .a· J impiar áreas que 

continuamente estan expuestas t_anto, ·'~··.residuos como a 

grandes cantidades de petr6J eo cr~d~·~ ~·Usé
0 

derivados y como 

se mencion6 anteriormente reciclan •st~ compleja fuente de 

carbono. 

La existenc!a de bacterias degradadoras de petróleo en el 

intestino de camarones del área de la Sonda de Campeche, 

podría explicar las observaciones referentes a la capacidad 

encontrada en algunos camarones de utilizar o degradar 

ciertas tracciones de hidrocarbuos cBotello, 1976>. 

Estas observaciones junto a las encontradas por otros 

autores Lizárraga-Partida, Porras Aguirre y Colwell R. l en 

preparaci6n > indic~n que la característica de presentar 

bacterias con capacidad de degradar los hidrocarburos esta 

ampliamente difundida en otros organismos como peces, 

holotdridos y cangrejos, fenómeno que da una idea, de 

la importancia que tienen estos microorganismos y su 

actividad en el medio ambiente marino. 

La presencia de bacterias degradadoras de petr6leo en el 

intestino de diveros organismos marinos, no asegura que 

que los organismos no sean afectados por los hidrocarburos, 

ya que es conocido que las mencionadas bacterias utilizan 
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preferentemente hidrocarburos al itático=i 

molecular, mientras que los aromáticos y 

de bajo pe=io 

los de elevado 

peso molecular son mas difíciles de ser degradados 

l Berwick, 1984 J y son los que frecuentemente =ie encuentran 

asociados a los tejidos de los organismos expue=itos al 

petróleo crudo Lee, 1980 J. 

Otra característica importante de los microorganismos 

degradadores es la diversidad de los mismos ( Atlas, 1981 J, 

asimismo se ha demostrado que los cultivos mixtos son 

mucho mas efectivos para utilizar una mayor proporci6n 

de hidrocarburos que los cultivos puros, ya que las 

diferentes cepas bacterianas suelen tener variables 

capacidades de degradación, asi como diversas posibilidades 

en liberar sustancias distintas durante la transtormaci6n 

de los hidrocarburos, sustancias que a su vez puedan 

favorecer el desarrollo de otros microorganismos del mismo 

cu 1 tl va y con 

de degradación 

esto se etectue mas rápido el proceso 

lBerwick, 1984 ; Grady, 1985 l. En el caso 

del "cultivo ~natural" manejado en este 

que actu6 favorablemente la combinación, no 

trabajo parece 

así para los 

otros cultivos mixtos combinando los cultivos puros al 

azar > en los cuales no se obtuvo crecimiento. 
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Por otro lado la existencia de bacterias intestinales que 

tienen la capacidad de síntesis de Vitamina B 12 en peces 

cultivados en estanques y que tienen valor comercial 

ha reducido la necesidad de suministrar la vitamina en su 

con e 1 lo reducir e 1 costo de producción dieta y 

( Lovel 1, 1981 ) • Aquí se da otra linea de investigación 

en el cual se permitiría desarrollar cepas bacterianas 

tuvieran ciertas características metabólicas con 

que 

la 

producción de sustancias deseadas, bacterias que podrían ser 

incorporadas a la flora intestinal de los organismos que 

necesiten las sustancias y con el lo evitar incorporar esta 

sustancia a la dieta y reducir el costo en la alimentación. 

Como ya se mencionó en el ambiente marino, la proporci6n 

de bacterias con capacidad de producir vitamina B 12, varía 

ampliamente dependiendo del lugar, temporada del año, así 

como de los métodos empleados para valorar esta capacidad 

l Stal'r, et al., 1957; Schever, 1981 l. 

De igual manera la cantidad de vitamina B 12 presente en 

el agua, dependerá de una serie de factores como pueden ser 

la presencia de ciertas algas productoras o consumidoras, 

las que a su vez en muchos casos dependeran de la época del 

año. 
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La existencia de ciertos inhibidores o inactivadores de 

la actividad de la vitamin~ B 12- tambien influir' en la 

cantidad de vitamina disponible en el ecosistema l Carlucci, 

1974; Carlucci, et al., 1970 ) . 

Por Último es importante resaltar que en los Gltimos años 

se ha empezado a vislumbrar el ambiente marino como una 

rica fuente potencial de una gran variedad de metabolitos, 

sustancias químicas, medicinales, alimenticias y energéticas 

que podran ser obtenidas a traves del desarrollo de nuevas 

tecnologías como es la Ingeniería Genética, que inclusive se 

esta aplicando a microorganismos degradadores de hidrocar

buros manejando los plásmidos que les confieren su actividad 

degradativa para el uso industrial ( Chakrabarty, 1965 > 

inclusive las cepas manejadas en el presente trabajo dada su 

diversidad de asimilar diversas fuentes de carbono, así como 

la capacidad de producir diversas enzimas puedieran ser 

utilizadas en trabajos posteriores para aprovechar estas 

capacidades. 

Por ~ltimo con el creciente desarrollo de la denominada 

Biotecnología Marina < Colwell, 1983 ; Tucker, 1985 l, se 

pretende aprovechar y cuidar los recursos biológicos marinos 
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en paises industrializados, razón por la cual es necesario 

tratar de realizar investigaciones en este sentido en 

nuestro país para así obtener y preservar adecuadamente la 

diversidad de recursos biol6gicos con que contamos. 
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CONCLUSIONES. 

El porcentaje de bacterias degradadoras de petróleo 

crudo que tienen la capacidad de producir la vitamina B 12 

es importante, ya que mas del 50 % de las bacterias 

examinadas que provenienen del área de plataformas marinas 

de explotación petrolera as{ como de las que obtuvier6n del 

tracto intestinal de camarones pueden producirla. 

Potencialmente es posible producir vitamina B 12 a partir 

de petróleo crudo como 6nica fuente de carbono y energía, 

aunque en el presente estudio los rendimientos fuer6n 

bajos, se podr{a intentar mejorar los rendimientos a traves 

del manejo de técnicas de mutagénesis o de 

genética. 

ingeniería 

La capacidad de degradaci6n de petróleo por las bacterias 

estudiadas bajo condiciones diferentes de cultivo en 

particular se probo diferentes volúmenesdel recipiente no 

se mantiene constante cuando los cultivos son puros o se 

hace una mezcla de cepas bacterianas al azar. Mientras 

que cuando se empleó a un cultivo mixto formado de 

manera natural, 

miento en la 

este si mantuvo estabilidad en su comporta

forma de degradación en los diferentes 

volumenes de cultivo probados. 
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Es posible cultivar una\mezcla de bacterias degradadoras 

de petróleo en el fermentador y conservar el comportamiento 

en la capacidad degradativa, así como en su capacidad de 

producir la vitamina B 12. 

Las bacterias degradadoras de petróleo son parte 

importante en la eliminación de los hidrocarburos presentes 

en el ambiente marino y considerando los resultados 

encontrados en este y en estudios previos, estas contribuyen 

con la producción de sustancias indispensables para otros 

organismos de manera directa o indirecta, debido a su gran 

potencial metabólico. 

Por ~!timo puede decirse que es indispensable desarrollar 

investigaciones de tipo biotecnol6gico que permitan apro

vechar y/o conservar los recursos biológicos para utilizar 

racionalmente los recursos de que disponemos. 
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APENDlCE 1 

CLAVE 

OEGP 
PVIT 

CRBL 
ANRO 
AMVE 
OTCO 
PDlF 

coco 
BACI 
ESPI 
PLOM 
EDEF 
ENDE 
12CE 
CADE 
RACl 
OTAR 

GPOS 
GNEG 
CATA 
OXlD 
PROT 
PRVl 
PRVA 
RNOS 
RNlS 
RENS 
OGLU 
APHB 
GACl 
GALC 
FGLU 
PRLE 

ESPEClFlCAClON 

Degradación de petróleo crudo lxtoc 1 
Producción de vitamina B 12 

CARACTERES MORFOLOGICOS 

Colonia color crema-blanco 
Colonia color anaranjado-rojo 
Colonia color amarillo-verde 
Colonia con otro color diferente a los anteriores 
Producción de pigmento difusible 

Forma y arreglo celular 

Cocos 
Bacilos 
Espi.r i 1 os 
PleomÓrf icos 
Espora detormante 
Espora no deformante 
Arreglo de 1 a 2 células 
Arreglo en cadenas 
Arreglo en racimos 
Otro arreglo 

CARACTERES FlSIOLOGICOS 

Gram positivo 
Gram negativo 
Cata lasa 
Oxidasa 
Prototrotía 
Prototrotía + Vitaminas 
Prototrofía + Vitaminas + Aminoácidos 
Reducci6n de Nitratos 
Reducción de Nitritos 
Des ni tr ff icaci6n 
Oxidación de glucosa 
Acumulación de PHB 
Acidificación de la glucosa 
Alcalinización de la glucosa 
Fermentación de la glucosa 
Producción de Levan 
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AMIL Ami lasa 
GELA Gelatinasa 
AONA ADNasa 
TWSO Tween 80 
URSA Ureasa 
SALO Salinidad O o/oo 
SA70 Salinidad 70 o/oo 
Sl20 Salinidad 120 o/oo 
S180 Salinidad 180 o/oo 
TEM4 Temperatura 4 e 
TE37 Temperatura 37 e 
TE41 Temperatura 41 e 

CARACTERES NUTRICIONALES 

Asimilaci6n de azucares 

LARA L-Arab!nosa 
RIBO Ribosa 
XILO D-Xilosa 
FRUC O-Fructuosa 
GALA O-Galactosa 
GLUC O-Glucosa 
MANO O-Manos a 
RHAM L-Ramnosa 
CELO Celobiosa 
LATO Lactosa 
MALT Maltosa 
SACA Sacarosa 
TREA Trealosa 
AMID Almidón 
AGLU N-acetilglucosamina 

Asimilaci6n de grasas 

ACET Acetato de amonio 
PROP Propionato 
BUTY Butirato 
IBUT lsobutirato 
VALE Valerato 
!VAL Isovalerato 
KPRO Caproato 
EPTA Heptanoato 
KPRI Caprilato 
PLAR Pelargonato 
KPRA Cap rato 
PALM Pal mi tato 
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OXAL 
MALO 
SUCI 
HALE 
FUMA 
GTAR 
ADIP 
PIME 
AZEL 
SEBA 

LMAL 
OTAR 
LTAR 
M.TAR 
LATA 
GLYC 
GLCE 
CITR 
PYRU 
CGTA 
LEVU 
ITAC 

ECOL 
PCOL 
GLOL 
ADOL 
MIOL 
MAOL 
SOOL 
MEOL 
ETOL 
PROL 
IPOL 
BUOL 
IBOL 
DUOL 

Utilización de acidos carboxÍlicos 

Oxalato de amonio 
Malonato 
Succinato 
Malea to 
Fumara to 
Glutarato 
Adipato 
Pimelato 
Azelato 
Se baca to 

Utilización de Hidroxi~cidos 

L-Halato. 
O-Tartrato 
L-Tartrato 
Meso Tartrato 
Lactato 
Glicolato 
Glicerato 
Citrato 
Piruvato 
Alfa-cetoglutarato 
Levulinato 
ltaconato 

Utilización de alcoholes y glicoles 

Etilenglicol 
Propilenglicol 
Glicerol 
Adonitol 
Meso-inositol 
Manito! 
Sorbitol 
Metanol 
Etanol 
Propano! 
lsopropanol 
Butano! 
lsobutanol 
Dulcitol 
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DMDL 
PHBZ 
FTAL 
QINA 
FENO 

LPRO 
LFAL 
LTYR 
LHIS 
LTRY 
LALA 
LTHR 
LVAL 
LLEU 
LGLU 
LLYS 
LARG 
LORN 
AGIN 
MTIO 
CTEI 

ETNH 
BUTH 
HINH 
PUTR 
TIAM 
ACAM 
SARC 
BTA! 
HIPU 
TYMI 
UREA 
T!OU 

Compuestos Aromáticos no Nitrogenados 

d-Mandelato 
P-Hidroxibenzoato 
Ftalato 
Quina to 
Fenal 

Aminoácidos. 

L-Prol ina 
L-Fenila!anina 
L-Tirosina 
L-Histidina 
L-Triptotano 
L-Alanina 
L-Treonina 
L-Valina 
L-Leucina 
L-Glutamato 
L-Lisina 
L-Arginina 
L-Ornitina 
Asparagina 
Metionina 
L-Cisteina 

Aminas y Compuestos Nitrogenados 

Etano lamina 
Butilamina 
Histamina 
Putresina 
Tiamina 
Acetamina 
Sarcosina 
Be taina 
Hipurato 
Timina 
Urea 
Tiourea 
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1114 
1116 
1118 
1128 
1301 
1302 
1309 
1317 
1322 
1324 
1325 
1329 
1838 
1839 
1848 
1849 
1851 
1855 
1856 
1866 
1939 
1947 
1950 
1952 
1954 
1959 
1961 
1964 
1965 
1968 
1973 

CARACTERES 
MORFOLOGICOS 

CARACTERES 
FISIOLOGICOS 

AZUCARES 

DPCAAOPCBEPEElCROGGCOPPPRRRAGGFPAGATUSSSSTTTLXFGGMRLMS 
EVRNMTDOA5LDN2AATPNAXRRRNNEPAAGRMEDWRAA11EEEAIRALAHAAA 
GIBRVCICCPOEDCDCAOETIOVVOINHCLLLILN8SL728M34RLULUNATLC 
PTLOEOFOIIMFEEEIRSGADTIA555BICUELAAOA0000471AOCACOMOTA 

)( )( 

)()()( 

)()()( 

)()()( 

)( )( 

)( )( 

)( )( 

)( )( 

)( )( 

)( 

)()()( 

XX 

XXX 

XXX 
)( )( 

)( X 

)(X)( 

)( )( 

XXX 
)( )( 

)( X 

)(X)( 

l<Xl< 
)(X)( 

XXX 
)( )( 

)( X 

)()()( 

)()()( 

XXX 

l< X 

NOTA¡ X 

)( )( 

)( X 

)( )( 

)( X 

l< X 
)( )( 

)( X 

)( )( 

)( )( 

)( X 

)( X 

)( )( 

)( X 

)( )( 

)( )( 

)( X 

)( )( 

)( )( 

)( X 

)( X 

)( )( 

)( )( 

)( X 

)( )( 

)( X 

)( )( 

)( )( 

)( )( 

X )( 

l<l<l<XXXl< )(X)( )( XXX l<Xl<Xl<XX XX XX 
)()( XXX)()()()( )( )()()()( )()()()()()()()()( )()()()(X)()( 

l<)( l<l<l<l<XXK XX Xl<l<K XXX XXX XXX X 
XXl<XXl<X XX XXX XXXXXl<XKXl< )()( X )( 
)()( XXl<X X X XX XXX XX XX X 
l<Xl<l<Xl<l< XXX XX )()()( XXX )()()()()( )()()( )( )( 

X Xl<l<Xl<l< l<l<X l< XX XX XXX X Xl<XX X 
)()( l<l<l<X X X 
l<XXX)(l<X )()()( )( 

l< X XX 
)()()( XX 

XXX 
)()( 

XXX)( XXX XX XXX XX )()()( 

XXXXl<l<X XXX X XXX)( XX XX 
)()()()( XXX )( XXX XX )()( 

)( X XX )()(X XX XXX XX XX 
X X XX XX l<Xl<l<Xl< XX 

)()(XXX X 
X)()( 

)()()( )( )( 

)()(X)( 

Xl<XX 

Xl<Xl<XXXXXX X X X XXl<l<Xl<l<l<X Xl<Xl<XX 
)(Xl<X)(XX)( )( XX X)( l<XXl<l<XXX)()()()(X)()(X)( 

X XXXXX X XXXXXl< XXX XXX X XXX XXX 
XX Xl<l<X )( X )(X)()()()( XXX Xl<l<l<l<l<l<X)()()()()( 

)( XXXXX )( l<XXXXX XXX XXX X X 
X )( )()()( XX X XXX XXX Xl<XXl<l<Xl<l<XXXX 
xxxxxx )( )(Xl<XXX )(X)()()()()( )()()()()()(X)()( 
)()()()()()()(X)( X)()()()()()( XXX )()( 

XXXXXX )( )( X XXX Xl<l< 
XXXl<XX XX X X X XXX XXX 
XKXXXXl<XXXK X X X XXXXXXXXXX X XXXX 
l<XXXXl< X XXl<l<XX XXX Xl<XXl<l<Xl<l<Xl<XX 

xxxxxxxxx 
xxxxxxxxxx 
)()(XXXXXXX 
XX X)()()(X)( 
)()(X X)()()()( 

)()( )()()()( xxxxxxxxxxxx xxxx 
)()()()()()( )()()( )()()( )()()()()()()()( 

XXX )()()( )()()(X XXX X X 
)( )( )()()( XXX)()()()( 

XX)( )()()( XXX)( XX 

respuesta positiva. 
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1114 
1116 
1118 
1128 
1301 
1302 
1309 
1317 
1322 
1324 
1325 
1329 
1838 
1839 
1848 
1849 
1851 
1855 
1856 
1888 
1939 
1947 
1950 
1952 
1954 
1959 
1961 
1984 
1985 
1988 
1973 

A 
z 
u 
e 
A 
R 
E 
s 

GRASAS 
AC IDOS 
CARBOJ((.:. 
LICOS 

HIDROX!-' 
Ac·1oas· 

... ALCOHOLES 
.. . y 

GGICOLEs·· 

COMP . 
'ARON . 

NO 
NITRO 
GENA
DOS 

TAAAPB!VIKEKPKPOMSMFGAPASLDLMLGGCPCLIEPGAMMSMEPIIDDPFQF 
RMGCRUBAVPPPLPAXAUAUTDIZEMTTTALLIYGETCCLDIAOETRPBUMHTIE 
EILEOTULARTRARLALCLMAIMEBAAAATYCTRTVAOOOOOOOOOOOOODBANN 
ADUTPYTELOAIRAMLOIEARPELALRRRACERUAUCLLLLLLLLLLLLLLZLAO 

)()()()()()()()()()()( )()( )()()()()()()()()()( )()()( )()()()( )()( )()( )()( )( )( )( 

)()()()()()()()()()()( )()( )()( )()()()()()()()( )()()( )()()( )()( )()( )( )( )( 

)()()()()()()()()()()( )()( )()( )( )()()()()( )( )()()( )()()( )()( )( )( 

)( )()()()()()()()()( )()( )()()()()()()()()()( )()()()()()()( )()()()()()()()( )()()( )()()()()( 

)()()()()()()()()( )( )()( )( )()()()( )()( )(X)()( )( )()( )()( )( )()()()()()( 

)()()()()()()()(XX)( Xl< )()(XXX XXX)()()()()()()()()()( )()()()( )( )()()( )()()()()()( 

)()()()()()()()()(X)( Xl< X XXXXl<Xl< )()( )()()( )( )( )()( )( 

)()(X)()()()()()()( )( )()()()()(XXXXl<XXl<)( )()()()( )( )()( )( )( )( 

)()(XXX)(XXX)()()( XX Kl<XXX l<l< )()( )(XXX X )()( XXX )( )( 

)()()()( )( )()( )()( )( )()()()()()()( )()( )()()()( )( )( )()( )()( 

)()()()()()()()()(X XXXl< X l<Xl<l<)()()( )()( XXXX)(X X )()( )()( )( 

)()(X)()()()()()()()( )()( )( )()()()()()()( )()( )()()(X )( )( )()( 

)()()( )()( )( )( 

)( 

)()()()()()()()()( )( )()()()( )()()()()()()()()( )()()()( )()()()()()()()()()(X 

l<X )()()()(XX)()( )(XX)()()()()( )()()()()()()()()()()()()( )()()( )()()( )()( )( )( 

)( 

)()()()()()(Xl<XX )( )()()()()()( )()()(Xl<Xl<XXX)( X X XX X )( )()( 

)( l<X )()( X X 

XX)()()()()()()()( )()()()()()()()()(X)( )( X X )()()()( )( )()()( )( Xl<l< )( )( 

)()()()()()()()()()( )( )()()()()()()( )()()()()()()()()()()()( )( )()( )()( 

)()()()()()()()()( )( )( )()( )()()( )( )( )()()( )()( )( 

)()()()()()()()(X)( )( l<Xl< )(X)( XX)( )()()(X)()()()()()()( )( X 

XX)()()()()()()( )( )()( )( )( X XX)( XX X )( 

)()()()()()()()()()()( )( )()( )()( )()()( )()()()()()()()(XX)( )( )()( 

)()()()()()()()()()()( )( )()()()()()( XX><X><l< )()()()()()()()()()()( )( )()()()( )( )( 

)()()()()()()()()()( )( )()( )()()( )()()()()()()()()()( )()( )( )()( )( )( )( )( )( 

)( )()()()()()()()()( )( )()( )()( )()()( )()()()()()( )()()()( X )()( 

)()()()( )( )( )( )( )( )()()( )()( )( )( 

)()()()( )()()( )()( )()( X )( )( )()()()()()()( X 

)( )( )( )( )( )()()()( )( )( )( 

NOTA; x = respuesta positiva. 
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1114 
1116 
1118 
1128 
1301 
1302 
1309 
1317 
1322 
1324 
1325 
1329 
1838 
1839 
1848 
1849 
1851 
1855 
1856 
1866 
1939 
1947 
1950 
1952 
1954 
1959 
1961 
1964 
1965 
1968 
1973 

AMINOACIDOS AMINAS Y 
COMPUESTOS 
NITROGENADOS 

LLLLLLLLLLLLLAMCEBHPTASBHTUT 
PFTHTATVLGLAOGTTTUIUICATIYRI 
RAYIRLHAELYRRllENTNTAARAPMEO 
OLRSYARLUUSGNNOIHHHRMHCIVIAU 

)()()()( )()( )()()()()()( 

X XXX XXXXXXX 
)()()( )( )()()( )()( 

)( )()()( 

)( )( )( )( )( 

)( 

XXXXXXXXXXXXKXX )( X)( )()()( 
)()()()()()()()()()()()()()()()()( )()()()()()()()()( 

)()()()()()()()()()()()()()( )()()()()()()()()( )( 

l<XXKXKXKXXXKXX XX Xl< X 
l<XXKXX l<XXl<Xl<l< )( X XXKKXK 
l<XXKXKXXXXXKKX X XXX X X 
XXXKKXKKXXX XX )( X )()( 
)()()()()()()(XXKX XX X 
XXXXXXXKXXX)()()( 
)(XX X)( 

)( 

XX)( X XX)( Xl<X 

X )( XXX)( 
XXXX X )( 

)( )( 

X X 
XXXX X XXX)()()()( )()(XX XXX)( 
XXX X X )( X 
XXX X XXXXK )( XX X XXX 
)( )( )( )()()( X X 
XXX XXXXX X X )( XXXX 
XXXX XXXXXl<l<XXX X 
X XX X XXXXXXX l<X 
)()()()( )()()()()()()()()( )( 

)()()()()()()( 

X XXXX 
X XXKXX 

)()()()( )()()()()()()()()( 

XXXX XXXXX XXX 
l<XXX Xl<XKXKKXX 
)()()()( )( )()()()()()()( 

)( )( )()()()()( 

X X X X 

X XX XXXXX 
)( )( )()()()()( 

XXXX KXXKK )( X X 
X X XXXXXXXX )( K 

X X )( 

X XXX 
)()()()( )()()()()()()()()()( )()( )( )()()()( 

X XX XXX)( )( X XXX 

NOTA: x = Respuesta positiva. 
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2001 
2003 
2005 
2008 
2011 
2013 
2016 
2022 
2023 
2035 
2042 
2044 
2050 
2051 
2053 
2054 
2067 
2074 
2089 
2093 
2094 
2097 
2100 
2107 
2111 
2122 
2123 
3016 
3020 
3022 
3028 
3029 
3030 
3056 
3060 
3070 
3084 

DPCAA0PCBEPEE1CROGGCOPPPRRROAPAGATUSSSTTTLRXFGGMRCLMSTAA 
EVRNMTDOASLDN2AATPNAXRRRNNEGPRMED~RAA1EEEAllRALAHEAAARMC 
GIBRVCICCPOEDCDCAOETIOVVOINLHLJLN8SL78M34RBLULUNALTLCEIE 
PTLOEOFOI IMFEEEIRSGADTIASSSUBELAA0A000471AOOCACOMOOTAADT 

XXX 
X X 

X X 
XXX 
XXX 
X X 

XXX 
X X 
)()(X 

XXX 
XXX 
XXX 
XXX 
XXX 
X X 
)( X 

X X 

XXX 
XXX 
)(X)( 

X X 

XXX 
X X 
)( X 
)( X 

X X 
XXX 
XXX 
)( X 

XXX 
XXX 
XXX 
XX X 
X X 

XXX 
XXX 
XXX 

X 

X 

XX 
X 

X X 

X X X 

X X 

X X 

X XX 
X X 

X X X 

X XX 
)( X 

X XX 
X X X 

X X)( 

X X 

X XX 
X X )( 

X X )( 

)( XX 

X XX 
)( XX 

)( XX 

X X 

X XX 
X X 

)( )( )( 

X XX 
X X 

)( )( 

X X 

X )( 

X )( 

)( X 

)( X 

X X X 
)( )( 

)( )( 

X xxxxx 
X X XXX 

XX 
)( 

X X XXX )(X 
X )( xxxx XX 
X X XXX X X 
X X XXX X 
)( xxxxx 
)( )( XX)( 
X xxxxx 
)( xxxxx 

XX XXXXXXX X XXXXXXXXXX 
X xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx 

X xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx 
XX xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx 

X xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx 
X xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx 

)()( XX )()()( )( XX 
xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx 

XXX XX XXXXXXXXX XX X 
xxxx xxxxxx )( X X 

XXX XXX 
X xxxxx 

XXX X X xxxxxxxx )( XX XX 
XXX X)()( )( )( X xxxxx )( 

X XXXXX XXX X XX XXXX X X XXXX X 
X X xxxx XX XXX xxxx xxxxxxxxxxxx xxxxx 
X X XXX X X XXXXXXXXXX X X XXXXX X 
)( X XXX X xxxxxxxxxxxxxxx xxxxxxx 
X X XXX X XXXXXX XX XXXXXXXXXXXXX 
)( xxxxx X X XXX XX )( X )()( 
X XXXXX X X X XX XX X X XXX X 
X xxxxx )( X X XX )(X X X 
)( xxxxxx xxxxx XXX xxxxxxx XXX xxxxx 
X X xxxx )( xxxx xxxx xxxxxxxxxxx XXX)()( 
X X XXXX X X XXXXXXXXXXXXX XXXXXXXXX 
X X XXX XX 
X X XXX X 

xxxxxxx XXX xxxxx XX XX X 
XX xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx 

)( xxxxxx XX xxxxx xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx 
X X xxxx )( X xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx 

XXXXXX XX XX XX XXXX XX X X X 
XXXXXX X XXX XX XXX 
XXX XX X 
xxxxxx 
XX XXX 
XXX XXX )( 
XXX X XXX )( X)( 

X X XXX X 
)()()()()()( 

)( XX XXX)( XXX 

XXX )()( XXX 
XXX XX XXX 
XXX )()( XXX 
)(X)( XX )()()( 

)( 

XX XXX)(X)()()()()()(X)( 
XXXXXX XXX X 
)()()( )()( XXX )( 

X 

)()( 

X 

X 

)(XXX)()()( 
)( 

X X X 

XX X xxxxxxxx XX X xxxx 

NOTA; x = Respuesta positiva. 
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PBPPOMSMLCPCGAMMSMEPBDFLLLLLLLLAMLLLLCEBUTTT 
RULAXAUAAIYGLD!AOETRUUEFTHTATVLGTGLAOTTUR!Yl 
OTALALCLTTRTOOOOOOOOOONAYIRLHAEI ILYRRENTEOMA 
PYRMLOIEARUALLLLLLLLLLOLRSYARLUNOUSGNIHHAUIM 

2001 )( )()()()()(X )()( XXX)( xxxxxxxxxxx XXX XXX )( xxxx 
2003 X)( XX)()()()()()()()(X)()(X)()()()()()()()()()()()()()()()()()()()( )()()()()()( 

2005 )( )()(X)(X)()()()()()()(XXXXXXXX)()()()()()()()()(X)()()()( X xxxx 
2008 )( XXXX)()()()()()()()()(X)()()(X)()()()(XX)()()()()()(X)()()( X XX><>< 

2011 X X><XXl<X)()()()()(XXX)()()(X)(X)()(X)()()()()()(X)()()()( X )()()()( 

2013 )( xxxxxxxxxxxxxxxxxxx XXXX)(X)()()()(X)()()( )( XX)(X 

2016 )( )()( )( )()()()()( )()( )( )( )( )()( )( )( )( 

2022 )( )()()()()()()()()()()( )( )( )()()( )( )( )()( )( )()()()( 

2023 )( )( )( )()()( )( )()( X )()( )( )( )()( )( )( ><X 

2035 )( )( )()( XXXX><><X )(X)()( X)()()()()()()()()()()()( )( )()()()( 

2042 )()()(.XXX )()()()( )( )( )()( )( )()( X )( 

2044 )()()( )( )()()()()()( X)()( X>< )()()(X )( )()()()()()()( )()( 

2050 )()()( )()()()()()()( )()()( )()( )()( )()( )( )()( 

·2051 )()()( X )(X)()()()()( )()(X)( )(X )( )()( )()()(XXX>< )()( )()( 

2053 )()()()()()()()()()( )()(X)( Xl<X)()()()(X)()()()()( X XXX)( 

2054 )()( X)( )()()()(X)()()(X )( )()( )()( )()( )()()()( )()( )( 

2067 )( )( )()()()( )()()( )( X)()()(X X)( X )( XX X 

2074 XX X )()(XX XX )( )( )(X)(X 

2089 XXX )( xxxx X><X X)( X )( )()()()( 

2093 )()( )( )()()()( )()( )()( )( )( )()( )( 

2094 )()( )( )( )()()()()( )()()( )( )(X )( )( )()()(X 

2097 )()( )( )()()()()( )()()( )()( )( )()()()( )( 

2100 )()( )( )( X)()()()( )()()( )()( )( )()( )( )( )()(XX X 

2107 )( )()()()( )()()( )()()()()()()()()( )( )()()()()()( 

2111 )()( )( )()()()()()()()()()( )()()( )()()()()()()()()()()()()()()(X )()()()( 

2122 )()( X)()()()()()()()()()()( )( )()()( Xl<XXX )()()(X )()(X X 

2123 )()()(X)()()( )()()( )( )(X)( )()()(X)( )()()()( X)()( )( 

3016 )()(X )( )()()()( X )( X)( )()( )()( )( )()( )( 

3020 XX>< XX ~~ XX )()( X )()()()()( )( )( 

3022 )( )( )( )( )( )()( )()( )( )( )()( )( )( )( 

3028 )( )( )()( )()()()( )()( )( )()( )( )()( )( )( )( 

3029 )( )( X )( )( )()( )()( )( )()( )( )( 

3030 )( )( )( )()( )( )( )()( )()( )( )()( )( )( 

3056 )()( )()()()()()()()()()()()( )()( )( )()()( )()()()(>\)()()()()( )()( 

3060 )( )()( )()()( )( )()()( )()()()( )()( )( 

3070 )( )( )( )( )( )( )()( )( )( )()( )( )( )( 

3084 )()()( )()()()()()()()()( )()()( )()()( )()()( )()()()()( )()()( )()( 
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APEND!CE 2. 

Método para determinar la capacidad de utilizar el 
crudo del pozo lxtoc 1 por bacterias marinas, 

Se prepara el siguiente medio de cultivo. 

Fe Cl3 \1.2 %J 
TR!S-HC! \pH= 7.5J 
Medio Mineral diluido 
Petróleo crudo lxtoc l 

1 mi. 
10 mi. 

1000 mi. 
0.5 % 

petr6leo 

Una vez preparado el medio de cultivo conteniendo los tres 
primeros elementos se reparte en pequeños frascos denominados 
"pildoreros" a raz6n de 10 mi, por frasco y se le añade 50}'.l 
de petróleo crud~ con ayuda de una micropipeta, despues de lo 
cual se tapan y se esterilizan a 121ºC durante 20 min. Se 
procede a sembrar con 0.5 mi. de una suspensi6n bacteriana 
concentrada y se incuban 2 meses a temperatura del 
laboratorio. 
Lectura. Se agitan fuertemente los frascos junto con un 
blanco no sembrado, se dejan reposar un momento y a 
continuación se agitan suavemente para observar la formación 
de micelas, capas de crecimiento y/o desaparici6n de la 
película de petr6leo, en cuyo caso la prueba ser~ positiva. 
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Medio 62. Recomendado por ATCC. 
Para eld"esarrollo de Escherichia coli ATCC 14169. 

Peptona de caseina 6.0 gr. 
K:i,.HPO, 0.2 gr. 
FeSOy · 7H:i.O 5.0 mg. 
MgSO~ . 7H,,,O 0.2 gr. 
L-Asparagina o. 15 gr. 
Cianocobalamina 400.0 mcg. 
Agua destilada 1000.0 mi. 
Agar Bacteriológico 15.0 gr. 
pH = 7.2 
Incubar a 26 •e 

Medio propuesto E9.!_ Burkholder l1951l. 

K~HP04 7.0 gr. 
KH,YO, 3.0 gr. 
Na citrato •3H .. o 0.5 gr. 
MgS04 •7H .. o 0.1 gr. 
lNH~J~ so, 1.0 gr. 
Arginina 100.0 mg. 
Asparagina 4.0 gr. 
Ac.L-glutámlco. 100.0 mg. 
Glicina 100.0 mg. 
Histldina 100.0 mg. 
Pretina 100.0 mg. 
Trlptotano 100.0 mg. 
Dextrosa 10.0 gr. 
Agar bacteriológico 15.0 gr. 
Agua destilada 1000.0 mi. 
Ajustar el pH = 7.2 
Esterilizar 15 lb/15 min. 
Nota: Cuando se empleaba como medio de bioensayo se agregaba 
0.0005 gr/l de CoCI 

Medio ~ cmoditicado del de Burkholderl. 

K;t.HPO~ 7.0 gr. 
KH'.l..PO~ 3.0 gr. 
Na citrato •3H~O 0.5 gr. 
Mgso. •7H ... o 0.1 gr. 
CNH4l~ so~ 1.0 gr. 
Dextrosa 10.0 gr. 
Co CI 0.0005 gr. 
Agua destilada 1000.0 mi. 
Agar bacteriológico 15.0 gr. 
Ajustar pH = 7.2 
Esterilizar 15 lb/15 min. 
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Medio Zobel l <Oppenheimer-Zobell, 1952). 

Bacto Peptona 5.0 gr, 
Extracto de Levadura 1. o gr. 
FeCl3 ( 1. 2 'º 1. o ml. 
Agua destl lada 800.0 mi. 
Medio mineral 
cocentrado. 200.0 mi. 
Ajustar el pH = 7.5 
Agar Bacteriológico 15.0 gr. 
Esterilizar en autoclave a 121 "e 20 mln. 

Bacto ª- 12 lnoculum Btroth USP. 

Toma to Ju ice 100 mi. 
Pro tease Peptone N- 3 7.5 gr. 
Bacto-Yeast Extract 7.5 gr. 
Bacto-Dextrose 10.0 gr. 
Sorbitan Monooleate Complex 0.1 gr. 
Monopotassium Phosphate 2.0 gr. 
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Medio Mineral Concentrado < Agua de mar artificial >. 
Lyman y Fleming, 1940. 

Acido bórico H 3 BO!> 1.30 

Bicarbonato de Sodio NaHC03 9.60 

Bromuro de potasio KBr 4.80' 

Cloruro de calcio dihidratado cac1 ... • 2H.:i.O 30.0 ---

Cloruro de estroncio dihidratado SrC14 • 6H.._O 1. 20 

Cloruro de magnesio hexahidratado MgC1;¡_·6Hl..O 248.0 

Cloruro de potasio KCl 33,0 

Cloruro de sodio NaCl 1175.0 

Fluoruro de sodio NaF 0.15 

Fosfato monobásico de potasio KH.:z.P04 4.50 

Nitrato de amonio NH~N03 36.0 

Sulfato de sodio Na._SOq 195.0 

gr. 

_gr. 

gr. 

gr. 

gr. 

gr. 

gr. 

gr. 

gr. 

gr. 

gr. 

gr. 

Todo lo anterior se disuelve en un recipiente con 20 litros 
de agua destilada. 

Medio Mineral diluido !_L 20 ! 

Cloruro férrico l 1. 2 gr/ l) mi. 

Medio mineral concentrado 200 ml. 

Agua destilada 800 mi. 

Ajustar pH a 7.5 

E:steri l izar a 121 e 20 min. 
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Condiciones para ~ crecimiento ~~Fermentador. 

Agua de mar artificial 
lMedio mineral concentrado) 

Petróleo crudo lxtoc 1 

Agua destilada 

CoCI 

5,6 dimetilbenzimidazole 

Urea 

Cloruro férrico 

20 % 

s ')(, 

80 % 

o.oos gr/ I t 

0.002 gr/lt 

0.1 gr/lt 

1. o nilllt 

Capacidad del fermentador 
(Volumen de trabajol .1:2so: _:mi. 

Esteri 1 ización a 110 ºe por 45ccmin. _ 
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Apéndice 3. 

~a vitamina B 12 o cianocobalamina es la mas potente 
de las vitaminas conocidas, tiene una importancia notable en 
el desarrollo normal de ciertas actividades, es un factor de 
crecimieno esencial para muchos organismos como por ejemplo 
gallinas, cerdos, corderos, etc. Es importante en el 
desarrollo normal de ciertas actividades como son: prevenir 
las lesiones correspondientes a la médula espinal, transforma 
el ácido fól ico en fol 1nico l que es un compuesto 
metaból icamente activo J, interviene en la meti !ación de la 
colina, en la formación de acidos nucleicos, en la union de 
algunos aminoácidos, ademas de ser necesaria para la 
maduración normal y desarrollo de los eritrocitos. 

Los componentes de la vitamina B 12 activa han sido 
demostrados ser esenciales para estimular el desarrollo de 
varios organismos marinos, por lo cual se propone que 
componentes activos de la vitamina B 12 juegan un papel vital 
en la economía de los océanos, en la producción explosiva de 
algas y en las sucesiones poblacionales. 

En el ser humano adulto, la necesidad diaria mínima de 
vitamina B 12 es del orden de 0.1 )! g. Mientras que la sangre 
humana normal contiene 0.0002_.,g por mililitro.Por otro lado 
se sabe que la cianocobalamina en el cuerpo humano y en los 
alimentos no existe como tal, sino en formas coenzimaticas 
metabólicamente activas y muchas veces tambien en forma de 
conjugados con aminoácidos.Las formas estables pueden no ser 
metabólicamente activas. Asimismo se conoce que la coenzimn 
B 12 puede ser transformada a cianocobalamina con el cianuro 
de potasio. 

Algo que es fundamental saber es que ni los vegetales ni 
los animales tienen la capacidad de sintetizar la vitamina 
B 12, solo lo pueden hacer los microorganismos. 

Se han reconocido una gran variedad de microorganismos 
productores de vitamina B 12, entre los que se mencionan 
Actlnomicetes < Nocardia, Streptomyces, etc. J, generas de 
bacterias como Aerobacter, Bacilius, Clostridium, Flavobacte
rium, Lactobaci l lus, Propionibacterium, Pseudomonas, etc. 

En México existe un incremento continuo en la demanda de 
vitamina, principalmente para la industrias farmacéutica y la 
alimentaria. La mayor parte de la demanda se satisface por 
importación de "polvo de fermentación" que es un producto 
intermedio en la producción industrial de vitamina B 12, el 
cual es completamente procesado en nuestro pais para obtener 
la vitamina B 12 en forma cristalina. 
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