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'RESUMEN ..
“Se-evalud la potencialidad de producir vitamina B 12 -
a 68 bacterias marinas degradadoras de petrdleo, 37 se

obtuvierdn del tracto digeativa de 3 diferentes especies

de camarones Penaeus aztecus, Penaeusg duocrarum y Penaeus

setiferus, y 31 cepas bacterianas fuerdn obtenidas
de muestras de agua y de sedimento del 4rea de las
plataformas marinas de explotacidn petrolera ublcadas en

el Golfo de México.

Med{ante el método de difusidn en placa, se evalud la
la cancentracién y produccidn de vitamina B 12 utilizando

a una cepa mutante de Escherichia coli ATCC 14169 que es

auxdtrofa a la vitamina B 12.

VLos resul tados que se obtuvierdn indicardn que el 62 %
del total de las cepas examinadas provenientesa de los
{intestinos de camarones tuvierdn la capacidad potencial
de producir vitamina B 12, mientras que de lasg bacterlias
obtenidas de las muestras de agua y sedimento de las
zona de plataformas tuvierdn un 51 % la capacidad dg
producir la vitamina, Estos porcentajes indican ta
importancia que tienen estos microorgaﬁismos en el medio
ambiente marino, al aportar una vitamina {ndispensable
para el adecuado «crecimiento y desarrollo de muchos

organiamos, asf como para empezar a considerar a los



nicroorganismos marinos comouna’. posible alternativa en

la~kblofecnologia)bﬁéfhlb brqducci&n_de algun metabol{te
‘en” @l cual se utilice ‘el ‘petrélieo crudo como-Gnica fuente’

de "carbono y energfa.

Tamhlen ae efectuardn ensayos para determinar la
capacidad de utiiizacién de hidrocarburos en reciplentes
de diferentes capacidades y conteniendo diferentes
volumenes de medio de cultivo. Para ello se reallzarén
sl gunas pruebas de crecimlento y degradacidn de petrdleo
en frascos "pildoreas”, "tinteros" y en matraces de
Er l enmeyer. En base a loas resultadas obtenidos se eligld
a uncultive mixto para hacerlo crecer bajo condiciones
controladas en un pequedo fermentador de 1250 ml, de
capacidad, el cual tenf{a petrdleo crudo como Gnica fuente
de carbona y energfa, bajo estas condiclones se determind
el crecimiento de los microorganismes y la produccidn de

vitamina B 12.



i INTRODUCCIDN.

Lag ‘actividades relacionadas a la exploracidn,

explotacién y transporte de petréleo ‘en"féivtddiﬁéyde'

México, junto con los .derrames accidentalé5, de,

han incrementado la concentracidn de hldrocéibﬁf&é ehuel

agua, el sedimento y en los organismos marinos; lo-;ual
puede afectar el crecimiento y el comportamientd';dé las
comunidades biloldgicas presentes en el 4rea (National

Research Council, 1985).

Eatudios reallizados en el Golfo de Mé&xico indican, sin
embargo, que existe una r&plida recuperacidn del
ecoai{stema, ya que no se han observado efectos negativas
serios sobre la biomasa o composicidn de especies, ademés
gae ha determinade que existe una intensa degradacidn
de los hidrocarburos pregsentes (Botello, 1979; Sota, 1981;

Licea et al., 1982).

Durante el proceso de transformacién y mineralizacidn
del petrdleo en el mar, participan una serie de factores
tfsicos, qufmicos y bloldgicos como son: la evaporacidn,
la dilucidn, la gsedimentacidn, la totoxidacidn y la
degradacién de hidrocarburos por microarganismos (Atlas,

1977 ; 1981a ).



Se ha demostrado tambien que en

en el medio marino (_Hfgg”

Atlag, 1981a ).

Porras-Aguirre (1984) e lzquierdo- VicuAa (1885), han
realizado estudios de la presencia y distribucidn de las
bacterias degradadoras de petrdleoc en la Sonda de Campeche
Y encontrarén que éstas se localizan tante en columna
de agua como en el sedimento, as{ como en el contenido

intestinal de los camarones Penaeaus aztecus, Penaeus

duorarum y Penaeus setfferus que habitan en dicha aren.

De igual manera se ha observado, que el ndmero de
bacterias degradadoras de petrdleo, se incrementa a medida
que aumenta la concentracidén de hidrocarburos en el
ambliente marino, fendmeno que se ha utilizado para
detectar el grado de afectacién de una zona por laa hidro-
carburoa, al detectar el aumento de la poblacidn de bacte-
rias degradadoras de petrdleo en relacidn al reasto de lag

bacterias heterdtrofas ( Lizarraga-Partida, 1983 ).



Algunaos éxpérimentos de labaratorio déﬁnst;a;ﬁﬁJq;eufss
camarones al ‘ser sometidos a una dieta dé_a!@ﬁgﬁtog
meécladﬁs con pétrdleo crudo, presentaban"l;~ cdpicidéd
de degradar clertos hidrocarburos (Botello, ‘1975). En
estudios posteriores se observd la pregencia de bacterias
degradadoras de petrdleoc en el tracto intestinal de losg
camarones del 4rea de la Sonda de Campeche, "lo que padria
explicar la capacidad observada en los 'camarones para

degradar clertos hidrocarburos.

Estas bacterias obtenidas de camaraones tienen ademas,
una- capacidad metabdlica muy elevada que les permite
aprovechar una gran variedad de compuestos qufimicos.

Ver Apéndice 1 .( Porras-Aguirre, 1984),

La amplia distribucidn que presentan laas bacterlias
degradadoras de petrdieo, Junto con su capacldad de
utilizar a los hidrocarburos como fuente de carbono vy
energf{a, han motivado a reallzar diversas investigaciones
que tienen coma finalidad la utilizacidn de dichas
bacterlias para la degradacidn del petréleo crudo Iliberada
en derrames accidentales y con ello tratar de limpilar las
20nas marinag que se encuentran contaminadaa.( Ballerini,

et al. 1986; Sirvinsg y Tramier, 1985 ).



Otras estudio§ han sido dirigidés ﬁacia ia‘ﬁttli:acidn
de dichag bacteri{ag, para que4apr6vechen a los hidrocarbu-~
ros como su f€nica fuente de carbono y energfa, para
la praoduccidn de metabol{tos importantes como son
amincacidos, antibidticos, vitaminas y otras gustanclas

(Humprey, 1967; Abbott, 1974; Fukui, 1980).

Aunqﬁe existe wuna amplia variedad de metabolftos que
potencialmente podrfan ser producidos por estas bacterlias,
exlisten algunos, como es el caso de la vitamina B 12 , que
regulta ger interegante de egtudiar por s8u {mportancia
ecolégica y por su valor comercial.( Bruno,i978; Carluececl,
1970; Catell, 1973; Friedmann,1970; Florent,1979 ).Ver

Apéndice 3.

Dado que la idea de producir vitamina B 12 por bacterias
degradadoras de Thidrocarburos, wutilizande el petrbdleo
crudo recuperado de los derrames acclidentales como fuente
de carbono y energia, regulta un proyecto muy &amblclaso
para ger realizado en un sola tragajo personal; la
presente investigaclidn fue limltadza a la realizaclidn de un
estudio preliminar que nos permita determinar Ia

factibilidad de este proceso.



1.1 Objetivos.

Ante las consideraciones antes expuestés,'los objétiyos

del presente trabajo son:

- Implementar un método para determinar la producclidéni de
vitamina B 12 por bacterias degradadoras de petrélen, .

tantoc en cultivos. puros como - mixtas.

- Determinar el porcentaje de,bacteflas ~degradadorasg- de
. petrdleo que tengan 'la poténqialidad ‘de .producir

vitamina B 12. ST =S - .

~ Realizar algunas observaciones en cuanto a la

establlidad en la capacidad degradadora de petréleo de

diversag cultivos bacterianos, al degarrollarse en
diferentes volGmenes de medio de cultiva.
-~ Egtimar la Importancia ecolégica de lags bacterias

degradadoras de petrdleo, en base a su distribucidn,
capacidad metabdlica y su posible utilizacidn bio-

tecnoidgica,



2 . MATER[AL-Y METODQ.

.

2.1 Cepas de coleccidn.

Lasg cepas bacterianas empjeédaé
pertenecen a la coleccidn del labbra;orip Microbiologfa

Marina del [CMyL* (UNAM).

2.1.1 Origen.

Dichas cepas fuerdn colectadas, selecclonadas y revisadas
en estudios .previos (Porras-Aguirre, 1984; lzqulerdo Vicuda,
1985). Las cuales fuerdn obtenldas a partir de muestras de
agua Yy sedimento de la Sonda de Campeche en el Golfo de
México del 4rea cercana a laa plataformas denominadas Akal J
y Abkatum Alfa, ags{ camo del contenido 1intestinal de

camarones de Importancia comercial Penaeus aztecus, Penaeug

duorarum y Penaeus setfferug, capturados en la Sonda de

Campeche. (Fig. 1).

2.1,2 Caracterfaticaa,
Cada wuna de las cepas bacterianas tiene un ndmero de

fdentificacidn de acuerdo a su procedencia (Tabla 1),

Las caracterfaticas morfol6kicas, fisiolégicas y
nutriclionales de c¢ada una de las cepas manejadas en este

trabajo, se encuentran en el Apéndice 1.

% Inatituto de Ciencias del Mar y Limnologia.



@

Fig.1 Locallzacidn de la &rea denominada Sonda de
Campeche.




2.1.3 Seleccidn de las cepas a traﬂajar.

Del total de cepas bacterianas presentes en la coleccidn
del. Lab, de Microblologfa, se seleccionardn a 95 cepas
bacterianas, las cuales tedricamente eran degradadoras de
petréleo, de estasa postecriormente se escogierdn a aquellas
cepas que a pesar de haber estade almacenadas por un largo
periddo de tiempa, conservaban la caracterfstica de wutilizar
el petréleo crudo obtenide del Ixtoec 1, como dnica fuente

de carbono y energfa. Tambien se consideroc en la seleccidn de

babterias, el tener cepas representantes de diferentes zonas
y ambientea, para cen ello tener una mejor visidn de Ia
distribuciédn de la caracterfstica de la produccidn de

vitamina B 12,

La forma en que se verificd la capacidad de utilizacidn del

petrdleo por las 96 cepas examinadas, se hasd en la tdenica
deacrita par Ilzquierdo-VicuAa (1985), y reproducida en el
Apéndice 2.

2.1.4 Contirmacidén de la pureza de lag cepas.

Una vez comprobada la capaclidad degradadara de las cepas
bacterianas ge procedid a efectuar algunas pruebas para

veriticar la originalidad y pureza de las mlamas.



Las 'pruebas que se considerardn fuerdh,.:

- - Color. de la‘colonia.

- Forhaby el arreglo celular.

-. Caracter{sticas de Esparulacién.
- Prueba de Oxidasa.

-. Reaccidn de catalasa.

- 'Coloracién de Gram.

"Los resultados obtenidos fuerdn comparados ' con los
establecidos originalmente (Ver Apéndice 1). -Las cepas
bacterianas que no correspondfan a la descripeidn original

se descartardn.

2.1.5 Mantenimiento de las cepas.

Las cepas purag se conservardn por duplicado mediante
aiembra en frascos plildoreros conteniendo medio sdiido
peptonado tipo Zobell (Oppenheimer-Zobell, 1952), desapues de
sembrar a cada una de las cepas se incubardn a 28 "C durante
48 horas posterliormente cada uno de los cultives se cubrierdn
con acelte mineral estéril y se almacenardn en un refrigera-

dor a una temperatura de 4 °C.



2.2,1 Generalidades.

La técnica empleada para determinar la produccidn de
vitamina B 12 en la presente investigacidn fue baszda &n un
ensayo microbioldgico; el cual comprende la utilizacidh de
un mlcroarggnismo auxdtrofo a la vitamina B 12, es decir
embleando un microorganiamo incapaz de gintetizar por ei
mismo la vitamina y que por lo tanto requiere de fuentes
exdgenas de suministro ( Hoff-Jorgensen, 1954; Strohecker, -

1966).

2.2,2 Descripcidn del Métoda.

El método empleado es conoclido como "difusidn en placa" 'y
su principlo se bagsa en preparar placas de agar en cajas de
Petri con un medio base rico en amino&cidos, sales orgénicas
e Inargdnicas pero exento de vitamina é 12 . Antes de que
solidifique el medlio, las placas son {inoculadas con el

microorganismo auxdtrofo ( Nathan, £t963 ).



pequefos discos devpspel’fi!ffo:dé Q_ ‘di4metre, con

0.1 ml. de la muestra por anal&zgf,fLaéipiacas:ébn incubadas
a temperatura ambiente durante;4B hg§é§;! ~despues de lo cual

se procede a su examinacién.

En caso de que las pruebas sean positivas se observara  la
aparicién de wuna zona o halo de crecimiento de la cepa
auxdtrota alrededor de los  filtros donde existe clerta

cantidad de vitamina B 12.

El didmetro de los haios[de;érécim}e “§§6§6§di5n§l"§f 

la cantidad de vitamina B ;thpféééyt‘ nAyéimﬁE§£fa;‘"V

2,2.3 Cepa de Bloensayo

El presente estudio se utilizd a Escherichia cali ATCC

14169, que es una cepa hutante y que es auxdtrdta a la
la vitamina B 12, ( Obtenida a traves .de ol laboratorio de

Microbiologfa de la Universidad de Maryland, E.U. ).



2.2.4° Medio de Bloensayo.

El,‘ded:§”>&e $Q1£1§qa§;§a el e55;907a;‘7§i£;m1n;' B 12,
recomendado por la ATCC ‘es el ’medid Bé “iven ‘Apéndice
2),8in embargo por problemas técn}cos fue necesario utilizar
inicialmente el medio propuesto por Burkholder (1951), el

cual posteriormente fue modificado para utilizar el medio 8.
2.2.5 Indculo.

La prepa;acidn del f{ndculo de la cepa mutante de E. coli.
auxdtrofa a la vitamina B 12, se hizo en tuboa contenlenda
10 ml. del medio B 12 Inoculum Broth, en el cual existe un
excelente crecimlento de la cepa mutante despuea de incubarlo

durante 24 horas a 28 C,

Una vez obtenido un adecuado desarrollo, las células
fuerdn separadas del medio de cultivo por centr{fugacidn a
2500 rpm. durante 10 min, desechando el sobrenadante vy
resuspandiende las células en solucidn salina isotdnica,
repitiendo el proceso de "lavada™ en dos ocasionea. EI
procedimiento de inoculacidn consistid en adicionarf 10 ml. de
la suspencldn‘ celular en soluclidn saltda {sotdnlca, dentro
del medio de bioensayo antes que éste solidifique, agitando
ligeramente el matraz con e! medio de bioensayo para

homogenizar la suspenaidn bacteriana. Por dltimo se vacla el



medio de bioensayo en caju petrl y. una vez gecasg podrdn

mantenerse en refrigeral@4sn hasta el ~momento de ' ser

utilizados.
2.2.6 Curva Patrén,

Para determi.nar la cmesxntracidn de vitamina B 12 fue
indispensable realizar umc—vuurva patrén, para lo cual se
hicierén diluciones de clmowocobalamina cristalina en agua
destilada Yy desionizad, hasta la obtencidn de
concentractones de {, 10, 0©,, 100, 200, - 300, 500, y 1000

ng/ml. de la vitamina.

Se wvalord la cantidad deyl  Htamina obtenidé en elr bicensayo
con la técnica descrita uti.emriormente, para lo. cual .ge
utilizardn c/u de las diluclne:=ss par triplicado. Se midierdn
los halos de crecimientoye¢ con el promedio de las tres

réplicas hechag ge elabord curva patrén, Figura 2.

La determinacidn de 12 ocointldad de vitamina en las
muestras analizadag se efechd por interpolacidén del promedia

del diametro obtenido.

.

Como s8e menciond anteriomrmnnte, el tamado de los halos de
crecimiento, es proporcion a la cantidad de vitamina

pregente en las muestras,
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‘An&lisis de la Curva-Patrén'de Vitamina B '12.

La reallizaclén de las curvas patrdn de  vitamina B 12
empleando la técnica de difusidn en placa, utilizando _una

cepa de Egscherichia coli ATCC 14169 auxdétrofa a  la

vitamina B 12, requirid una gran cantidad de - cuidadss,
determinantes para el grado de respuegta y confiabliidad de
la misma (Nathan, 1963; Voigt, 1978; 1978) asimismo fue
necesarl§ realizar una curva patrdn para cada valoracidn de
la concentracidn probable en las diferentes muestras para
analizar ( Hoff-Jorgensen, 1954 ; Florent, 1979), ya que la
regpuesta de dicha cepa en forma de halos de crecimiento

varfa segun las condiciones en los que la pruesba se reallize,




2:3

La técnica  empleada vparé la )Séféééidn_f;defa Eepas

productoras de vitamina B 12, se vasd en el método desarito

por. Prescott (1959),

La base tedrica de fd3té método, consiste en hacer crecer
las cepas Sacterianas a investigar, =sobre cajas de petri
conteniende un medio de cultivo para su adecuado crecimiento
(Zobell,apendice 2 ). Las bacterias ge siembran de forma
puntual de manera que puedan probarse de 5 a 6 cepas por caja
de petri.Se incuban durante 48 horas a 28°C. Una vez aobtenido
el ecrecimiento, 3e ponen a gecar a 50 °C en un horno durante

un par de horas.

Por otro lado se prepara el medio de blioensayo ( medio 8,
Apéndice 2 ) el cual se 1inocula previamente con la cepa
auxétrota a la vitamina.

Antes que solidifique el medio de bicensayo, este se vac{a
sobre las cajas que previamente se pusierdn a secar en el

horno, de tal forma que se obtengan cajas con dos capas de



'agar; se incuban a tempaeratura ambiente’

formandose evidentes halos de crecimieno alrededor 1155»

colonias que pueden productir vitamina B ;22

2.3.2 Cepa control.

Para esta prueba ge contd con una cepaiyéoﬁﬁréi;fa de
referencia que tfunclond como control ~ poaitive,: Bacillua
megaterium ATCC 10778 que e3 una bacteria que pboducg

vitamina B 12 y riboflavina.
2.3.3 Madificacidén dei Mé&todo.

Dade que al llevar a cabo el métodoe antez eaxpuesto se
presentardn una variedad de dificultades para su realizacidn
e interpretacidn de los resultados que se obtuvierdn, fue
necesario realizar modificacidnes al método originalmente

desarrol lado.

Con lag observaciones realizadas sobre el crecimiento
de las cepas degradadoras de petrdleo, dge estableclo que no
era necesarlo utilizar el medio base para el crecimiento de
las cepas a probar y que estas poadian sémbrarse directamente
gobre el medio de bioensayo inoculado con la cepa auxdtrofa a

la vitamina B 12.



'En isgs placas de agar se‘sedbrér;ﬁ'de' § a 6 cepas
degradadoras de petrdleo de ﬁanera' puntual sobre la
auperticie del medio de blgensayo, se incubardn a 28 °¢C
durante 48 horas, obteniendose el crecimlento en farma de
colanias aigladas. Pogteriormente lag placas tuerdn
incubadas a temperatura amblente durante 48 horas, despues
de lo cual se observd la formacidn de halos de crecimiento

alrededor de las colonias bacterianas productoras de

vitamina B 12,

2.4 Prueba de estabilidad en la degradacidn de petrdleo.
2.4.1 Generalidades.

_.burante el desarrollo de la presente investigacidn, se
contempld la posibilidad de hacer algunas observaciones
sobre la persistencia de la actlvidad degradadora de
petrdleo de algunas bacterias, al hacerlas crecer en
reciplentes con diferentes voldGmenes de medio de cultiva
pero con condlicliones generales gsemejantes en cuanto a sus

nutrimentas.

.

Lag cepasg utilizadas para esta prueba fuerdn elegidas al
azar; de forma semejante se intento hacer cultiveos mixtes,

para determinar sl se favarecia o no la degradacidn del

20



patrdleo

vitamina 8 12.

' bé~kﬁna muestra reciente de intestino de camardén
proveniente de la Sonda de Campeche, ge gelecciond un
cultivo mixto de bacterias degradadoras el cual mostrd
una emulsificacién del petrdleo denominada "mousse de
chocolat” al desarrollarse en agua de mar artificial con
petréleo crudo del Ixtoc 1, empleado como inica fuente de

»
carbono y energia.

Eate cultivo fue elegido porque pregsenta el tipa de
degradacidn que se reporta en condiciones naturales en el
mar ablierto ( Atlas, 1980; Sirvins, 1985 ) y fue denominado

Yocultivo mixto natural", al cual no se ie hiclerdn todas

lag pruebas etfectuadas para las demas cepas bacterianas.
2.4,2 Ensayos en diferentes recliplentes.
El tipo de recipientes empleados en este ensayo fuerdn:

-Fragco “"pildorero" de vidrio con 10 ml. de medio de cul-
tivo.

~Frasco "tintero"™ de vidrio con 80 a 100 ml. de medie
de cultivo. '

-Matraz Erienmeyer de vidrio, c¢on 250 a 500 ml. de medio

de cultivo.
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El prdcedih;éhtb‘ ara‘la realizacldn ‘de este’ ensayo

fue el slguiehtekiPpr Jaiééntidad de ‘requerimientos, tipo
de reclpiéﬁte y’facilidad de manejfe, se empezo a trabajar
con los reciplentes de menor voldmen de medio de cultivo
(frascos pildoreros) se continuo con los de mayor volumen
y finalmente sé reallizardn ensayocs en el fermentador en’

el que se tuvo mejor control de las variablies temperatura,

pH, agitacién y aereacidn.
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La 'técnica para détgfmi}ar 12

en los iraacas "pifdoperds"}faﬁl como
composicidn del medio.de cultf§d[1§6hdi

eatimacién de la degradaciﬁn. se éncﬁéntt

2.4,2,2 * Frascos "Tinteros".

En el caso de los frascos "tinteros", se utilizd el
mismo medio de cultivo probado en loa trascos "plldoreroa'.
Sin embargo el volumen de trabajo fue 10 veces mayor ya que
en egte caso fue de 100 ml. y ge inoculardn con 5 mi. de una
guapensidn de bacterias previamente crecidas en cajas petri

que contenian medio Zobell.

Las condiciones de cultivo consiztio en Iintroducir a los
frascos en una ciclotérmica manteniendo la temperatura a 25°c
y la agitacidén a 250 rpm.

2.4.2.3 En Matraz.

. Inoculacién.

Los matraces se inoculardn con bacterias degradadoras de
petréleo, que previamente fuerdn cultivadas por 24 horas en
cajaa de petri con medio peptonade Zobgell ( Oppenheimer-
Zobel 1,1952), despues se resuspendierdn en 50 ml., de medio
mineral di{luldo (Lyman y Fleming, 1940) e introducidas en el
matraz que contenla el petréleo crudao proveniente del

Ixtoe 1 en medio mineral diluido al 20 % (Ver Apéndice 2).
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. Incubacidni -

r

Los matradeé‘ﬂinoculadas fuerdn cubiertos | papel;?

aluminio e introducidos en . una estufa ciclotérmica manten en- 

dola a 25 °C y con una agitacién de 250 rpm.

. Elaboracién .de curvas de crgcimiqptd.‘,u

Para la realizﬁéié' déJUna:curﬁa:demfcfgcimiento se

procedio a cuantificar e 'baétérias degradadoras

de petrdleo.

Esta determihacidnrse feélizd por el método de conteo
en placa, mediante la obtencidn inicial de muestras de 10 mi.
de la cual sge obtuvo una submuestra de un mililitro., con el
cual se realizardn dilucidnes en gerie 1:10, 1:100, 1:1000,
y 1:10000 utilizdndose tubos con medioc mineral diluido. De
cada diluci&n se obtuvo una alfcuota de 0.1 ml. la cual fue
gambrada por duplicade en cajag petri contenlendoc medio

peptonado Zobell.

Las cajas sembradas se Incubardn durante 48 horas a
26°C. Una vez aobtenido el crecimiento se contaron las unida-
des formadoras de colonias (UFC) con lo que se determind el

nlGmero de bacterias por ml, presente en cada muestra.
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2.5 “Ensayo de crécfﬁiénﬁbUéd‘ferméntadpf.

‘_Con;”él uneLhostrd'unﬁ mayor establlidad' de

kddmpdﬁﬁaﬁiéﬁ nto'a degradacidn y produccidn de vita-
mina [B,Lé:]iéh lag  candiciones de crecimiento en frasco

"pildoberq",ﬁtintéro", y matraz, ge procedid a realizar

un ensayo de crecimiento en un fermentador pequedo.

2.5.1 Medio de cultiva.

El medio He_ cultivo preparado para el crecimiento
bacteriano en el fermentador (ver Apéndice 2) fue especial-
mente elaborado para favorecer el desarrollo sobre el
petré&leo crudo y producir vitamina B 12 . Eate medio fue
elaborado en base a los ensayos realizados en los otros
recipientes y en estudios similares de fermentacidn con
cepas degradadoras de petr6leo crudo (Horowitz, 1975 ; Boyles,

1984 .

2.5.2 lnoculacidn.

.

El cultive bacteriano se desarrollo Iniclialmente en
en cajas de petri de la misma manera y bajo clrcunstanclas

aimilares al indculo que se prepard para matraz.
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Una vez obtenido unrcnéﬁimiento'masivo sobre 1a;‘cajgs,"
ge procedid a extraef_de cua£ro cajas de petri la mayor masa
bacteriana posiblg ugllizahdo un asa de gliembra para
resuspender la masa celular en un pequedoc matraz con S50 ml.
de medio mineral diluido. Por dltimo con ayuda de una jeringa
estéril se inoculd el fermentador con 20 ml. de la suspensidn

bacteriana,
2.5.3' Candicionea de cultivo.

El ensayo fue realizado en un fermertador pequefo con
capacidad de dos litros marca Biolafit' bajby la's siguientes

condiciones:

Aereacidn Aprox. 5 1t/hr.
Agitacién 250 rpm.
Temperatura 30 C

pH 7.5

El fermentador fue manejado con un volumen de trabajo
de 1250 ml. de medio de cultivo, el recipente fue cubierto
con papel aluminie para evitar la  inactivacién de la

vitamina B 12 causada por la luz.

El! ensayo fue realizado en tres ocasiones para determinar

el grado de estabilidad de crecimiento.

26




2.5.4 ;,j0b£§n9iﬁh,,;ﬁeillﬁbééﬁfés ) pérqw detétminadid 
‘biloldgicas.-

Rara,'evaluar'la“éantidad de - vitamina B 12 produdid§~ 
extracelular e V1nt}ééelularmente, as{ ‘como para 'reafiiér‘:

una curva .de crecimiento se tamardn muestras de 10 ml. del’

cultivo éad 24

stimacidn de curva de c¢recimiento:

Se determind el desarrollo bacteriano énjel ”fgrmentador
por medio de curvas de crecimiento empleando el%procedimiento
anteriormente mencionado de siembra en placa éon'f6rmac£6n de

unidades formadoras de colionias (UFC).

2.,5,86 Valaoracidn de vitamina B 12 extra e intracelular.

Para la determinacién de la vitamina B 12 producida
tanto en el Interior celular como en el sobrenadante de cul-
tivo, se efectud una separacidn célulag-gobrenadante,
centrifugando la muestra obtenida a 5000 rpm durante 15

.

minutaos.

Lags célutas se. lavardn dos veces con medic mineral

diluido y centrifugadas en las miamas condiciones.
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Tanto. . las células como el sobrenadante '56 €€§;ﬁé;¢  
con ~una- solueidén amortiguadora de acetato QQJsgdgo‘O;OEH
(pH=5.86), conteniendo 0.01 % de KCN y se procés;rdﬁ eh bai
ma;la con agua en ebullicidn durante 20 mihutoé. En tof

el proceso los tubos ge cubrierdn con papel aluminio.
La valoracidn de la cantidad de vitamina B 12, &

efectud con. el método de difusién en placa mencionab

anteriormente,
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3 RESULTADOS Y DISCUSION.
3.1 Andlisis Global.

Iniclialmente en el praesente estudio se habfa considerado
trabajar con un total de 96 cepas bacterianas capaces de
utilizar el petrdlea crude del Ixtoc 1, como dnica fuente de
carbdno y energfa. Sin embargo, despues de eatablecer el
criterio de Qeleccionar golo a las bacterias que aun mante-
nian la capacidad de utilizar los hidrocarburos, el ndmero de
cepas a trabajar disminuyd a 68;lo cudl signiricd que durante
e! almacenamiento cerca del 30 ¥ de las cepas perdld eata
capacidad. No se conocen las razones por las que se produjo
este fendmeno pero puede deberse a que el método de conzerva-
cidn en el medio de cultive en el cual no existen hidrocar-
buros, provoca que a falta de estaa no 3e induzca una
adecuada actividad enzimitica que permita aprovecharlas
y se plerda {a {nformacidn genética {ndiapensable para
uti{lizar los hidrocarburos, coma podrfan ser la pérdida
de pl&smidos que se ha demoatrado gon importantes para
favorecer la capacidad bilodegradativa en algunos micro-

organismos ( Higgins, 1978; Grady, 1985).
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3.2 Porcentaje de Bacteriés;pqiénéigi@eﬁ;éf&egradadoras de

petrdleo y productoras de vitamina B 12;

En la Tahla 1, ge puede observar al total de cepas
trabajadas, lugar de origen y su capaclidad de ‘producir
vitamina B 12 . Puede ocbgervarge que no se puede hacer una
una comparaclidén adecuada entre las cepas bacterianas algladasg
de! contenido intestinal de diferentes especies de camarones,
ya que el nfmero de bacterias de cada uno es muy diferente,
debido a 1la geleccidn iniclial de estudiar solo a las cepas

que tenfian ia capacidad de utilizar el petrdieo crudo.

Conforme a los datos presentados en |la Tabla 2, podemos
observar que tanto las cepas provenlentes de las plataformas
petroleraa come las de camarones, presentardn mas de un
50 % ia capacldad potencial de producir la vitamina B (2.
Eate porcentaje fue de entre 51 % para bacterias de lag
plataformas y 62 % para las bacterias ohtenidasa de camarones
presentdndose aproximadamente una diferencia del 10 % entre
uno y otro, lo cual indica una ligera ventaja en cuanto a la
capacidad de producir vitamina por partg de las cepas prove-

nientes del Intestino de camardn.

Sin embargo, puede decirse que la capacidad para utilizar

los hidrocarburos se encuentra masa desarroliada en aquellas

30



TABLA L. Potencialidad de degradacidn de petrdleo y

producoidn de vitamina B 12 de

las cepas estudiadas.

ORIGEN CEFPAS | D.P.[P.V. | ORIGEN CEFAS D.P.jP.V.

Plataforma 1114 + - Camardn 2001 + +
Akal J 1418 + + Penaeus 2003 + -
(gedimento) 1118 + + aztecus 2005 + -
1128 + + 2008 + +
Platarorma 1301 + - 2011 + +
Akal J 1302 + - 2013 + -
tagua) 1309 + - 2016 + +
1317 + - 2022 + -
1322 + - 2023 + +
1324 + - 2035 + +
1325 + + Camarén 2042 + +
- 1329 + + Penaeus 2044 + +
Plataforma 1838 + + aztecus 2050 * +
Abkatum A 1839 + + 2051 + +
(agua) 1848 + - 2053 + -
1849 + - 2054 + -
1861 + + Camardn 2067 + -
1855 + - Fenaeus 2074 + +
18586 + + aztecug 2089 + 4
1866 + - 2093 + +
Plataforma 1939 + - 2094 + -
Abkatum A 1947 + + 2097 + +
(aedimento) 1950 + + 2100 + -
1852 + + 2107 + -
1954 + + 2111 + -
1959 + - 2122 + -
1961 + - 2123 + +
1964 + + Camardn 3016 + +
1965 + + Penaeus 3020 + -
1968 + + |-aztecus 3022 + +
1973 + - 3028 + +
3029 + +
3030 + +
Camardén 3056 + -
Penaeus | 3060 + +

getiferuy
Camardn 3070 + +
Penaeusg 3084 + +

duorarum

NOTA: D.P.
P.V.
+

wa non

Degradacién de Petrdleo crudo.

Produccidn de Vitamina B 2.
Respuesta Pogitiva.
Respueata Negativa.
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TABLA 2. - Porcentaje de deéfadacidn de petrdleo y~produccidn

.

de vitamina B']12; .de acuerdo al origen de ‘I'as cepas

egtudiadas.

Origen de las N° de cepas can N®de cepas degradado-
cepas capacidad de daoras de petréleo
degradar el y con potencialidad
petrdleo. de producir Vit.B 12.
Penaeus aztecus 33 ‘20
Penaeus setiferus 2 1
Penaeus duorarum 2 2

Total de cepas de

intestino de 37
camarén.
Platarformas 1.5
(sedimento) -
Plataformas 1 6 6
(agua)
Total de cepag de 31 1 6 (51.81%)
Plataformas.
Total de cepas
{nvestigadas. 6 8 (100 %) 3 9 (57.35%)
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~el sedimento, ‘que. dé,las qqe
‘ide égué, ya que se puede décir

ﬁ'mas establecida Ia capacidad ~de

 DQt1l{za} {bs“hfdrobarburos, por estar en un contacto continuo

con ellos (Tabla 2).

Del‘ktotal de cepas estudiadas con capacidad de degradar a
los hidrocarburos el 57.35 % presentd la caracteristica
de Vproducir potencialmente la vitamina B 12, 'lo cual nos da
una - ldea 56bre la {importancia que tienen en el medio
ambiente marino; ya que ademag de contribuir “a _la trangs-
formaci&én y mineralizacién de los hidrocarburba, pueden
aportar metabolftos como la vitamin B i2 que tiene una
gran importanclia en los diferentes nilveles tréficos de la

cadena alimenticia del ambiente marino.

Algunas 1investigaciones han demoatrado, que existe una
gran variabilidad en las bacterias en cuanto a su capacidad
de produccidén o requerimiento de la vitamina B 12. En general
se ha encontrando, bajas proporciones de bacterias que
requieren de ella y se ha observado yna poblacién mayor
de bacterias productoras, Berland (1976), encontré que de 232
cepas de bacterias estudiadas el 3.5 % necesitaban vitamina

B 12, mientras que un 26 % pueden producirla; por otro
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lado - Starr (1957), establecld ~que de “'34.cepas marinas,’

70 % mostraba la capacidad de produdir la. vitamina fB~12j

utilizando la cepa mutante de Escherichla coli 113-3° como

base para el bioensayo, mientras que laa mismaa cepas
mostraban una actividad del 30 % cuando empleaba para su

determinacidn, a Euglena gracilis Z. Qtro cagso fue el

reportado por Ericson (1953), el cual informé que el 70 %
de bacterias que se desarrollaban sobre macroalgas son

capaces de producir la vitamina B 12.

De 4{igual forma existen'ﬁnardivefsidad de organismos que la
requieren como eg el c¢aso de algunos miembros del
fitoplancton ( Carluccl, 1970 ), especialmente una diversidad
de diatomeas en las que se piensa que sus crecimientos
explosiveg estan determinados por la pregencia de la vitamina

B 12 ( Fiala, 1982; 1984 ).

Por otro lado es importante establecer que la cantidad de
vitamina presente en el amblente marino son muy bajas,a nivel
de nanogramos por litro, por ejemplo Bruno, en 1978 encontrd
concentraclones desde no detectables, hasta 10.8 ng/l,
mientras que Catell, 1973 encontré que podfan existir desde
0.8 ng/l en la superficle, incrementandase a 12.5 ng/! a los

5 metros y hasta 10 ng/l entre log 20 y 50 metros de
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profundidad. La - informacidn anterior da una idea de los
bajos niveles de produccidn en condicliones naturales y de la
diversidad de factores que pueden infiuir en las concentra-

cionea finales de wvitamina B 12 en el ambiente marino.

Algunas de las cuales son presencia de organiasmos productores
o de consumidores de la vitamina, presencia que a su vez
podr{a estar determinado por la época del afo ( Cowey, 1956 ),
per la pregencia de inhiblidores de la actividad de la
vitamina B 12 ( Carlueci, 1970 ), por la presencla de materla
particulada y suspendida que favorece el crecimiento de
microorganismos ( Burkholder, 1856 ), por la cantidad vy
lugar en que se encuentren los microorganiamos producteres
( Catell, 1973 ; Lovell, 1981 ), as{ como por una amplia

diversidad de factores.
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En fejacidn‘cbnfloéiresuftados~obten1dos en. la presente

1ﬁvégﬁ1§éd16ni§ puede dect er” de bacterias

Lﬁ anterior conéﬁéfgg 'fégfablecido por algunos
investigadores éon ;féiaékéglafque los microorganismos y en
eapeclal las bactefiasl §oh lbs seresg vivos que pueden ainte-
tizar Ja vitamina B 12 ( Periman, 1959; Friedman, 1970;
Florent, 1979 ; Skeggs, 1981 ). Algunos sole 1o saintetizan
para satist;eer gaolo sus necesidades y otros tendran la
capacldad de producir mayocres cantidades que pueden ser
liberadas cuando la céiula productora muere o que tenga la

posibilidad de liberarla a traves de au membrana celular

durante su crecimiento.
3.2.1 Observaciones,

51 revisamos la composicién del medio de cultivo utilizado
en el bioensaya, podremos obsgervar que no exiate ninguna
fuente de suminiatro de vitamina B 12, lo cual hace que la
cepa auxdétrofa a la vitamina B 12 presente en el medio de
bioensayo no se desarrolle, en caomparacién a las cepas

estudiadas a las cuales se evalua si producen vitamina B 12,
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lo que necesitan:

placas de ensayo, -favarecen

,ejﬁcpgc;mieﬁtﬁ dé la Egcherichia coli 1ia cual‘necesitajdekla
'vitahiﬁa“bara crecer, indicard que produce mas cantidad que
las 'demas y que de alguna forma es liberada del .interlor de
la cé&lula, ya sea por muerte de la célula o que se libere por

otro mecanismo.

Existierdn 4 cepas que no sgf'deSArrollarén sobre el
medio de bioensayeo, lasg cualeé~ta{'0ez réquiren vitamina Bi12
o algun otro compuesto que no estuvo presente en el medio de

cultivo.

Azimismo ‘pudo observarse en un caso, que mientras una cepa
daba respuesta positiva a la produccidn de vitamina B 12, con
la formacidn de un hale de crecimiento correspondiente al
desarrollo de la E. colil dos cepas cercanas a ella, lag cepas
2111 y 2122, inhibian parcialmente el halo de crecimiento,
esto probablemente se debio a la liberacidn de alguna
sustancia de tipoe antibidtico, que tamblen se ha probado
pueden ser producidos por bacterias degradadoras de hidro-

carburos (Kvasnikov, et. al. 1975 ), sin embargo esto dltime
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TABLA 3. Observacidén de degradacidn de petrdleo y producdfdh

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

CEPAS Degradacidén de Produccidn de
petrdleo en vitamina B 12 en
Prueba
de
10 ml.{ 100 ml.]| 500 m!.|] Placa |[Células|Sobrenadante

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

L+ 4+ 4+ o+
A
1 1
PRI
+
'

+ +.0 40
[]

2020

1

2050

3022
2022
20850

+ 4+ +|+
+ o1

Cultivo 1
mixto + + +
natural

+
+
1

NOTA: +

Respuesta positiva,
Respuesta negativa,
Cultivas mixtos.

pruebas de degradacidn de petrdleo en frasco de
10 ml. y de produccidn de vit.B 12 en placa son
pruebas realizadas a cada cepa.

*

rC
w
w

g




no.se -comprobd”eniel presente’estudio-por lo “que: marca“una

‘anEé,pé:a*egtgq1og'pdéﬂépﬁéré,

’fC@hﬁafaéfdn de la'esﬁabtlldAdbdegradétivafdé‘ §§£{${§67"

véfudb en diferentes recipientes.

En retacidn a la actividad degradadora de las ceps§
inicialmente seleccionadas, como se muestra en la Tabla 3,
él comportamiento de degradacidn de petrdleo varfa con
reapecto a los diferentes vollmenes de los recipientes

utilizados para efectuar la prueba de degradacidn.

Se observéd que aunque iniclalmente mostraban una
.adecuada actividad degradadora en pequedos frascos con
10 ml. de medio, al ir aumentado el tamafo de reciplentes
y el wvolumen de trabajo a 100 ml, el comportamiento de
crecimiento y degradacidén en muchos casos se perdfa o
no se inducfa adecuadamente. Quiz& aunque proporcionalmente
ge dio un indculo similar en los diferentes recipientes se
necesito un indculo mayor al proporcionado o un mayor tiempe
y condicicnes especificas para la induccidn de la actividad
degradativa. Aquf{ es necesario menclonar que el comporta-
miento de la transformacién del petrdleo por biodegradacidn

cuando se presentaba en frascos de 100 ml, vario algunas
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V??é?‘_‘ ??éb;éto*al
mlénif;;  §ué 1eﬁ estés 61£imo§ de;vlo mi. se observd el
CEeéimiento de la cepa bacteriana en forma de turbidez y
con la transformacidn del petrdleo en partfculas de menor
tamado; en frascos tinteros mostraba diferentes comporta-
mientos, el cual lba desde la formacidn de algunos tipos
de '"natas" o peifculas de crecimiento, as{ como la formacién
de pequeras "pelotitas" de petréleo come resultade de un
tipo de agregacidn del petrdleo y por Gltimo la emulsi-
ficacidn del mismo con el establecimiento de una suspensidn
petrdleo-agua, que se denomina 'mousse de chocoiat ", Este
dltima compartamiento es el comunmente observado en mar
cuando existen derrames accidentales y comienza a darse el

proceso de biodegradacidn (Atlas, 1980 ; Sirvins, 1985).

Aunque se considerd como prueba negativa de degradacidn
aquella en que no se ocbgervaba crecimiento bacterlane con
turbidez del medio y desaparicidn o transformacidén del
petrdleo, es posible que ge estuviera dando clerta
transformacidn del petrdleoc; aunque esta no haya sido

evidente como cuando se utilizd el "cultivo mixta naturai'.

Como s& abserva en la tabla 3, al ensayarse algunas

combinaciones bacterianas ( cultivos mixtos ), a partir de

\
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cepas puras, para .determinar.’ :

degradacidn del petrdleo, se
“realizadas no fuerdn édeeﬁﬁagg,,
degradacién, ni crecimiento. Ef' bk1&elque“n0‘hsygﬁ'§udido
desarrollarse sobre el petrdlec drudbhkiﬂdica que exlistid
alguna condicidn desfavorable que  no permitid su

crecimienta o que existid wun antagonismeo entre las c¢epas

utilizadas.

Crecimiento en Matraz.

Cdmo puede verse en ila Tabla 3, exisate un cultiva
( integrado por 6 cepas bacterianas ) al que se le denomind
"ocultivo mixto natural" el cual mostrd un comportamiento de
rdpido desarrollo y estabilidad en su forma de crecimiento
en el medio de cultivo con petréleo crudo, cuando se
desarrollo en frasco "pildorero®" y "tinterao", razén por la
cual se eligié para hacerlo crecer en matraz. Este cultivo
dentro del matraz mastré un rdpido crecimiento come puede
verge en la Figura 3, en donde puede notarse que durante
el tiempo observado todavia continuaba en 1la etapa de
crecimiento razén por la cual en ensayos posterliores se
efectud durante mas tiempo, en esta prueba no se obaervd

una etapa de adaptacidn.
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3.3.1 .Seleccién del cultivo bacteriano mas apropiado para =

. prueba en

“En " esta misma tabla 3, sg‘wpuedé"abservar IQUE el

‘"oultive mixto natural®  que “mostrd  una estabilidad de

degradacidn en el transcurso de los ensayos efectuados en

los diferentes recipientes de cultivo.

Dicho cultivao, siguid utilizandose ya que ademas de
efectuar una impactante taza de degradacién ‘"aparente",
mostrd también una produccidn de vitamina B 12, lo cual hizo

a este  cultive especialmente intereaante.

Aquf ge utiliza el término ‘“aparente", porque..-la
determinacidn de la degradaclén solo fue cualitativa, ya
que no fue posible realizar en ninguno de los ensayos ‘una
estimacidn del tipo y <cantidad de los hidrocarburos
utilizadog. En donde el andlisis por cromatograffa de gases

hublera sido una buena opcién para ello.

El "cultivo mixto natural", en base a sus caracteristicas
en la forma de degradacidn y su capacidad de producir
la vitamina B 12, fue seleccionado para observar el

comportamiento del crecimiento de las bacteria degradadoras
dentro del fermentador y determinar la produccién de la

vitamina B 12.
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variacidnes en el pH y la temperatura se vfencuehﬁrén

en la tabla 4,

El comportamiento del crecimiento de:lés tres ocasiones
esta repregsentada en la Figura 4 , donde se obhgervan
lags curvas de crecimiento gque corresponden a la 1%, 2%
y 3% fermentaciones respectivamente. Al comparar lasg
mencionadas curvas de crecimiento podemos notar que
presentarédn una gran similitud en su comportamiento, lo
cual nos indicd el grado de la eatabilidad de desarrollo

de los microorganismos en el fermentador.

En las mismas curvas de crecimiento es posible observar
que no existen tases prolongadas de adaptaclidn, de tal forma
que crecen r4pidamente, aquf el indculo introducido tuvo un

importante papel en el crecimiento dentro del fermentador.

Laa observaciones en cuanto a la forma de degradacidn, nos

indicardn que el comportamlento del cultivo bacteriano
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TABLA 4. Concentracidn defbactéfisé.f?béﬁdfcidnes de pH 'y
temperatura en . tres ~replicas del %cultivo. mixto natursi"
durante el crecimiento en un.fermentador, el

FERMENTACION 1

Muestra Tiempo N®de Células: (UFC) p H Temp.
(Hrs.,?} :
1 0 2.0 % 10° 7.6 30 °C
2 3 1.2° X 10 7.6 30 c
3 23 | meedaendann . 7.5 31 °C
4 2.7 6.78 X 10 7.5 31 ec
5 4 8 7.19 X 103 ey 40 32
6 - 72 3.06 X 10, 7.3 33 ¢
T 9.6 4.57 X 10 7:0 a2z °c
8 119 4,03 -X-. 10 7.0 31°°C

FERMENTACION 1}

Huestra Tiempo N*de Ceélulag (UFC) p H Temp.
(Hrsg.) :
1 0 2.38 X 10’ 7.5 32 °
2 2 4 7.25 X 107 7.3 31 ¢
3 51 1.38 X 10® 6.8 31 °C
4 7 4 1.74 x 108 6.5 a0 *c
5 o6 £.55 x 10° 6.5 30 °C

FERMENTACION 111

Muestra Tiempo N¥de Celulas (UFC) p H
(Hrs.)
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"mixto natural" fue muy semejante durante todas los. ensayos
.efectuades  en diferentesg recipientes, observandose .. en
“todas . los casos una emulsificacidn con aspecto chocolatoso

despues de haber transcurrido algunas horas de crecimiento.

En la misma Tabla 4, se observa que el pH sufrid en la
2% y 3% fermentaciones una baja de cerca de una unidad, eg
decir de pHs 7.5 a pH= 8.4, lo cual supone la acidificacidn
del medio como resultado de la actividad microbiana sobre el
petrdleo. Esto a su wvez 81 ocurre en el ambiente natural: .
marino podrfa provocar dado a microorganigmos que kseaﬁ:rr

sengibles a cambios de pH.

Por su parte la temperattra dentro del fermentador tendid-

a elevarse ¢ por la actividad metabdlica de los
microorganismos ) sin embargo mediante 1oa dispositivos
del fermentador sSe mantuvo controlada entre 30 a 32 °“C.

Sin embargo en condiciones naturales y tomando en cuenta la
extenaidn del 4rea donde se efectda la degradacidn del
petréleo y dependiendo de 1as condiciones amblentales

eatas elevaciones de la temperatura no serfan considerables.

La consistencla del! medio de cultivae al final de 1la
tarmentacidn se mantuve con una apariencia chocolatosa,

que fue el resultado de la emulsificacidn del petréleo
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( Bartha .y Atlas, 1977 ).

semejante a obtenida e > ‘fermentacidn’

en el que ‘se eméTép ‘u¥ilizaidnfu

cultivos mixtos:  ( Boyles:

3.5 ' Produccidn dé_Vitamiha B.12’en'Fe}mentador.

,Envrguanta.a la produccidn de vitamina B 12 realizada en
el’ fermentador, se observd una mayor concentracidn en
él interior celular que en el medio de cultive, Tabla & ,

_io cual concuerda con algunos estudios reallizados por

Fujii, 1966 ; Fukui, 1967 ; Kamikube, 1978 .

“Las cantidades de vitamina producida en el fermentador por
el "cultivo mixto natural" oscilarédn de 3 a 6 ngsml, en
el sobrenadante de! medio de <cultivo, mientras que en
el interior celular la cantidad de vitamina fluctfa de
aproximadamente S5 a 10 ngs/ml. Sl sumamos la produccidn
del interior y exterior <celular la cantidad total de
vitamina producida fue de 16 ngsml <« ver Tabla § ),
esta cantidad es superior a la concentracidn encontrada
de la vitamina B 12 disuelta en el mar, pero a ia vez es
muy baja si1 se compara con la cantldad de wvitamina
praducida por microorganismos mejorados y empleados en tla

produceidn industrial de la vitamina B 12, que por ejemplo
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'TABEA,5..Cfeéihieﬁtngy.b}Qduccidn'dé vitamina por el “"Culti-
T 3 [ “al” desarrollarla en el Fermentador.

S Concentracidn de Vitamina B 12

Muestra|Tiempo en ng/ml en __ _ ]
(Hrs.), L “sobrenadante | ceélulas | Total
12 0 5.79 X 10° 4.18 5.11 9.27
2% 25 5.0 X 107 * 5.95 5.95
a% 31 6.8 X 107 ok &.95 6.95
4 44 2.18 x 10° * 5.66 5.66
52 55 2.8 X 10° 3.39 6.27 9.66

o -3 = -

62 72 1.7 X 10 5.66 3. 46 15.12
7e a5 1.18 X 10° 5.43 10. 48 16.91
8% 120 9.2 ¥ 107 5.11 10.06 15.17

Nota: En donde esta el simbolo * no se detecto vit, B 12,
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kviéahlna “B.12 ‘durante " el desarrollo de la ‘fe}hgntaqién,
( ver Figura 5 ) que pudo deberse al aumento ‘de ndmero de -

‘alguna de  las cepas que componen el cultivo mixto.’

inveatigaciones anteriores muestran algunos intentos..:

realizados para producir vitamina B 12, empleando hidro-
carburog puros o una mezcla de logs mismog t Fukui, 19673
Abbott, 1971; Morikawa, 1971). Sin embargo al parecer no se
habia contemplado 1la pesibilidad de wutilizar al petrélec
crudo como fuente de carbdn y energfa, para fermentaciones

que pretendan produclr vitamina B 12.

En algunos estudios trabajardn con microorganismoas faotosin-

téticos de Rhodopseudomonas gaperoides creciéndose sobre

hidrocarburos y llegando a obtener una produccién de hasta
23 ug/g en de la vitamina B 12 ( Morikawa, 1871 ). Otros
eatudios empleardn diferentes especies de Pseudomonas,
sobre n-parafinas para producir 1la mencionada vitamina

( Morikawa, 1969 ).

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

desarrollo de wuna Corynebacterium en Alquenos ( Fujlii,
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19877J; étrég. estﬁdios revelan pfoducc!ones de Vitamina
_Bli2yque van  desde 2.5 a 212 Mg/l de medio de cuitivo,
Ifluctuaciones que dependen tanto del microorganismo como
de la fuente de carbono wutilizado, en dichos estudios se
ensayardén desde hidrocarburos puras hasgta mezclaa de

paratinas (Kamikubo, 1979).

En algunos de los estudios ya mencionados tamblien 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
hidrocarburog, que con un medio con hidrocarburos purocs, y
en eatos dos Gltimos medios producen mas que cuando sge
desarroilan en medio con carbohidratos ¢ Fujii, 1966 ;

Kamikubo, 1878 ).

Con base en lo anterior se puede observar que los
rendimientos de vitamina B (2 del presente estudio, han sido
mas bajos que los encontrados con microorganismos me jorados

genéticamente y que ademas emplean otras fuentes de carbona.

Por otro lado se observd que en este estudio la vitamina
B 12 produclida se encontraba tanto en el interior celular
como en el sobrenadante de cultivo, aunque en algunas de las
muestras no se detectd vitamina en el scobrenadante de

cultivo ¢ ver Figura § ), la cual quiza tue wutilizado
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por’ alguna 'def‘laS‘qépésﬂqUE'_cﬁmponen ‘el ‘miagmo "eultivo

mixto ndtuééi" béraTéétlmuIab su’desarrollo.

Finalmente se hizo una comparacidn entre la capacidad de
producir vitamina B 12 con los datos que se tienen
sobre diversas capaclidades metabdiicas y caracterfsticas
tigioldglcas que 3e obtuvierdn en estudios previos (y que se
encuentran en el Apéndice 1), para determinar si exlatfa
algun tipo de relacidn entre alguna caracterfstica
fisioldégica y la capacidad de producir vitamina B 12. De
egté andlisis no se encontrd ninguna relacidn entre las

lags caracterfsticas con que ze contaba.
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3.6 Importancia de la-existencia de bacterias degradadoras

de Petréleon.

La ampliia distribucidn y su potencial metabdlicoe, hacen
a las bacterias degradadoras de petrélea, microorganismes
importantes para la transformacidn de los hidrocarburos
y incorpcracidén de los mismoa al medioc amblente ya que estos
fon transformados por lasgs bacterias una vez dque entran
en 'sus rutas metabdlicas, utilizandolas como fuente de
carbono y energfa. De igual forma como resultado de dicha
actividad metab&lica se pueden producir metabolftos o
gustancliasa, las cuales favorecen su crecimiento, le sirven
como defensa, son eiiminadas al exterior de la célula como
desechas o para que puedan ser utilizados por otros

organismos.

Como puede apreciarse en el Apéndice 1, los micro-
organismos degradadores de petrdlee, no sole tienen la
capacldad de utilizar los hidrocarburos sino que estudios de
taxonomfa numérica que se han hecho ( MuAoz-Rubio, 1983;
Porrag-Aguirre, 1984 ; Carballo;Cruz,lgas ; lzquierdo-VicuAa,
1985 ) se demuestra que pueden asimilar diversas fuentes
de carbano, vivir bajo diversas condiciones y producir
dlversas sustancias, lo cual deberd de ser considerado para
llevar a cabo estudios en que se puedan aprovechar estas

capacidades.
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Estas bacterias de 1igual formé:ayﬁdan.a {imbiar areas que

continuamente estan expuestasﬂ” esiduos .como. a

grandes cantidades de petrdjéd;ch

se menciond anteriarmente reéiéié  ‘s£5 Jéompleja fuente de

carbono.

La existenc{a de bacterias degradadoras de petrdleo en el
intestino de camarones del drea de la Sonda de Campeche,
podrfa explicar las observaciones referentes a la capactidad
encontrada en algunos camarones de wutilizar o degradar

clertas fracciones de hidrocarbuos (Botello, 1876).

Estas observaciones Junto a las encontradas por otrosz
autoreg Lizdarraga-Partida, Porrag Aguirre y Colwell R. ( en
preparacidn ) indicdn que la caracterfstica de presentar
bacterias can capacidad de degradar los hidrocarburos esta
ampliamente difundida en otros organismas como peces,
holotdridoa y cangrejos, fendmene que da una idea, de
la importancia que tienen estos microorganismos y 3u

actividad en el medio amblente marino.

La presencia de bacterias degradadorasg de petréleo en el
{ntegtino de diveros organismos marinos, no asegura que
que los organismos no sean afectados por los hidrocarburos,

ya que es conocido que |las mencionadas bacterias util{zan
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vpreferentemente hidrocarburos alifdticos de bsjo peao
‘moleeular, mientras que los arom&ticos y los de elevado
peso molecular son mas diffciles de 3ger degradados
( Berwick, 1984 ) y son los que frecuentemente se encuentran
asociados a los tejldos de los organismos expuestos al
petrdlea crudo ¢ Lee, 1980 ).

- :

Otra caracteristica impartante de los microorganiamosa
degradadores es la diversidad de los mismos ( Atlas, 1981 »,
asimismo 82 ha demostrade que ilos cultivoa mixtoz =on
mucho masg etfectivos péra utilizar una mayor proporcién
de hidrocarburos que los cultivos puros, ya que laa
diferentes cepas bacterianas suelen tener wvariables
capacidades de degradacién, asi como diversas posibilidades
en liberar gustancias distintas durante la transformacidn
de los hidrocarburos, sustanclas que a gu vez puedan
favarecer el desarrollo de otros microorganismos del mismo
cultlvo y con esto se efectue mas rdpldo el proceso
de degradacién (Berwick, 1984 ; Grady, 1985 ). En el caso

del "cultivo mixto natural" manejado en este trabajo parece

que actud favorablemente la combinacidn, no as{ para los
otroa cultivos mixtos ( combinande 1os cultivea puros al

azar ) en los cuales no 3se obtuvo crecimlento.
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éor—gtfo lgﬁbtka existenc1a de bacterias intestinales que
tienen la cépécidad de sf{ntesals de Vitamina B 12 en peces
cultivaaos eﬁ estanques Yy que tienen wvalor comercial
ha reducido la necesalidad de suministrar 1la vitamina en gu
dieta vy con ello reducir el costo de produccidn
( Lovell, 1981 )., aAquf se da otra linea de investigaclion
en el cual se permitirfa desarrollar cepas bacterianas que
tuvieran ciertas caracterfisticas metabdlicas can la
produccién de sustancias deseadas, bacterias que podrfan ser
incorporadas a la flora intestinal de los organiames que
necesiten lag sustanclas y con ello evitar incorporar esta

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

Camo ya ge menciond en el ambiente marino, la proporcién
de bacteriag con capacidad de producir vitamina B 12, varia
ampliamente dependiendo del lugar, temporada del afo, asf
como de los métodos empleados para valorar esta capacidad

( Starr, et al., 1957; Schever, 1981 ).

De lgual manera la cantidad de yitamina B 12 pregente en
el agua, depender& de una gerie de factores como pueden ser
la presencia de clertas algas productoras o consumidoras,
las que a su vez en muchaos casos dependeran de la &poca del

afo.
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La existencia de ciertoé inhibidores7o inac(ivadores de

la actividad de la vitam!naftiifx ‘tambien influird en la
cantidad de vitamina d!ﬂpqﬁlble en‘el’ecoaistema t Carluceci,

1974; Carlucci, et al., 1970 .,

Por ditimo es i{mportante resaltar que en fos ditimos afos
se ha empezado a viglumbrar el ambiente marino como una
rica fuente potencial de una gran variedad de metabolftos,
sustanclas quimicas, medicinales, alimenticias y energéticas
que podran ser obtenidas a traves del desarrollo de nuevas
tecnologfas como es la Ingenieria Genética, que Incluslve ae
esta aplicando a microorganismos degradadores de hidrocar-
buros manejando loa pl&amidos que les confieren su actividad
degradativa para el wuso industrial ( Chakrabarty, 1985 )
inclusive las cepas manejadas en el presente trabajo dada gu
diversidad de asimilar diversas fuentes de carbono, as{ como
la capacidad de producir diversas enzimas puedieran ser
utilizadas en trabajos posteriores para aprovechar estas

capacidades.
Por Gltimo con el creciente desarrollo de la dencominada

Biotecnologfa Marina <( Colwell, 1983 ; Tucker, 1985 ), 2e

pretende aprovechar y cuidar los recursos bioldgicos marinos
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en paises industrializados, razdn por la cual es necesario
tratar de reallzar investigaciones en este sentido en
nuestro pafs para as{ obtener y preservar adecuadamente la

diversidad de recursos bioldgicos con que contamos.

59



CONGCLUS IONES .+

El.  porcentaje de bacterias degradadoras de petrdleo
crudo que tienen la capacidad de producir la vitamina B 12
ea {mportante, Yya que mas del S50 % de las bacterias
examinadas que provenienen del irea de plataformas marinas
de explotacidn petrolera asf{ como de las que obtuvierdn del

tracto intestinal de camarones pueden producirla.

Potenciaimente es posible prbducir vitamina B 12 a partir
de petrdleo crudo como Gnica fuente de carbono y energf{a,
auhdue en el presente estudie 1los rendimientos fuerdn
bajos, se podrla intentar mejorar losa rendimientos a traves
del manejo de técnicas de mutagénesis o de ingenier{a

genética.

La capacidad de degradacidn de petrdleo por las bacterias
estudiadas bajo condicliones diferentes de cultivo ( en
particuiar gse probo diferentes voldmeneSdel recipiente ) ﬁo
se mantiene constante cuando los cultives son puros o se
hace una mezcla de cepas bacterianas al azar. Mientras
que cuande se empled a un cultivo mixto formado de
manera natural, este al mantuvo estabilidad en su comporta-
miento en la forma de degradacién en los diferentes

volumenes de cultivo probados.
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Es posiblé‘cultiQaﬁ?ungt eédlé‘aéfbactérias degradadoras
de petrdleo en el fermentador ykcoﬁservar el comportamiento -
en la capacidad degradativa, as{ como en su capacidad de

producir la vitamina B 12.

Las bacterinsg degradadoras de petrdieo son parte
importante en la eliminacién de los hidroecarburoa presentes
en el amblente marino y considerando los resul tados
encontrados en este y en estudios previos, estas cantribuyen
con la produccidn de sustanclas indispensables para otros
organismos de manera directa o indirecta, debldo a su gran

potencial metabdlico.

Por ¢ltimo puede decirse que es indispensable desarrolilar
investigaciones de tipo blotecnoldédgico que permitan apro-
vechar y/o conservar los recursos bioldgicos para utilizar

racionalmente los recursos de que disponemos.
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APENDICE

CLAVE ESPECIFICACION
DEGP Degradacién de petrdédleo crudo Ixtoc |
PVIT Produccidn de vitamina B 12

CARACTERES MORFOLOGICOS

CRBL Colonia color crema-blanco

ANRO Colonia color anaranjado-rojo

AMVE Colonia color amarillo-verde

0TCO Colonia con otro color diferente a los anteriores
PDIF Produccidn de pigmento difusible

Forma y arreglo celular

caoca Cocos

BACI Bacilos

ESP1 Eapirilosa

PLOM FPleondrficos

EDEF Espara deformante

ENDE Espora no deformante
12CE Arreglo de 1 a 2 células
CADE Arreglo en cadenas

RACI Arreglo en racimos

OTAR Otro arreglo

CARACTERES FIS10LOGICOS

GPOS Gram positivo

GNEG Gram negativo

CATA Catalaga

0X1D OCxidasa

PROT Prototrofia

PRVI Prototrofia + Vitaminas

PRVA Prototroffa + Vitaminas + Aminoacidos
RNOS Reduccidn de Nitratos

RNIS Reduccién de Nitritaos

RENS Desnitrificacidn

OGLU Oxidacién de glucosa

APHB Acumulacldén de PHB

GACI Acidificacidn de la glucosa
GALC Alcalinizacién de la glucasa
FGLU fermentacidn de la glucosa
PRLE Produccidn de Levan
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AMIL
GELA
- ADNA
TW80
URSA
SALO
SA70
S120
5180
TEM4
TE37
TEal

LARA
RI1BO
X1Lo
FRUC
GALA
GLUC
MANO
RHAM
CELO
LATO
MALT
SACA
TREA
AMID
AGLU

ACET
PROP
BUTY
IBUT
VALE
VAL
KPRO
EPTA
KPRI
PLAR
KPRA
PALM

Amilasa

Gelatinasa

ADNasa

Tween 80

Ureasa

Salinidad O o/o0
Salinidad 70 o/oo
Salinidad 120 o/0a
Salinidad 180 o/oco
Temperatura 4 C
Temperatura 37 C
Temperatura 41 C

CARACTERES NUTRICIONALES
Asimilacién de azucares

L-Arabinosa
Ribosa
D-Xilosa
D-Fructuosa
D-Galactosa
D-Glucosa
D-Manosa
L-Ramnosa
Celobiosa
Lactosa

Mal toga
Sacarosa
Trealosa
Almidén
N-acetilglucosamina

Agimilacién de grasas

Acetato de amonio
Propionato
Butirato
lsobutirato
Valerato
Isovalerata
Caproato
Heptanocato
Caprilato
Pelargonato
Caprato
Patmitato
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Uttlizacidn de acidos carbox{licos .

OXAL Oxalato de amonio
MALO Malonato

SUCI Succinato

MALE Maleato

FUMA Fumarato

GTAR Glutarato

ADIP Adipato

PIME Pimelato

AZEL Azelato

SEBA Sebacata

Utilizacién de HLdrOﬁngiépélii

LMAL L-Malato.
DTAR D~Tartrato
LTAR L-Tartrato
MTAR Meso Tartrato
LATA Lactato
GLYC Glicolata
GLCE Glicerato
CITR Citrato

PYRU Piruvato

CGTA Alfa-cetoglutarato
LEVU Levulinato
ITAC . ltaconato

Utilizacidn de alcoholes y glicoles

ECOL Etilengllicol
PCaOL Propilenglicol
GLOL Glicerol

ADCL Adon{tol

MI10OL Meso-inositol
MAOL Manitol

sooL Sorbltol

MEQL Metanol

ETOL Etanol \
PROL Propanol

IPOL lsopropanol
BUOL Butanol

IBOL lsobutanol
DuoL Dulcitol
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DMDL
PHBZ
FTAL
QINA
FENO

LPRO
LFaL
LTYR
LHIS
LTRY
LALA
LTHR
LvalL
LLEU
LGLU
LLYS
LARG
LORN
AGIN
MTIO
CTE!

ETNH
BUTH
HINH
PUTR
TIAM
ACAM
SARC
BTAI

HiPU
TYMI

UREA
TIou

Compuestos Aromdticos no

d-Mandelato
P-Hldroxibenzoato
Ftalato

Quinato

Fenol

Amino&cidos.

L-Prolina
L-Fenitalanina
L-Tirosina
L-Histidina
L-Triptofano
L-Alanina
L-Treonina
L-Valina
L-Leucina
L-Glutamato
L-Lisina
L-Arginina
L-drnitina
Asparagina
Metionina
L-Cisteina

Nitrogenados

Aminas y Compuestos Nitrogenados

Etanolamina
Butilamina
Higtamina
Putresina
Tiamina
Acetamina
Sarcosina
Betalna
Hipurato
Timina
Urea
Tiourea
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CARACTERES CARACTERES ‘AZUCARES'
MORFOLOGICOS FISIOLOGICOS

DPCAAOPCBEPEE 1 CROGGCOPPPRRRAGGFPAGATUSSSSTTTLXFGGMRLMS
EVRNMTDOASLDN2AATPNAXRRRNNEPAAGRMEDWRAALLEEEA IRALAHAAA
GIBRVCICCPOEDCDCADETIOVVOINHCLLLILN8SL728M34RLULUNATLC
PTLOEQFO! IMFEEEIRSGADTIASSSBICUELAAOGAQOQO471AOCACOMOTA

1114 X X X X XXXKXKX XXK X XXX XXXXXXX XX XX
1118 XXX X X AH O HHHHHHK ® HHRN XHXRNRKREH KXHKHNN
1118 XXX X X XX XXXXKXX XX XXKX XXX XXX XXX X
1128 X XX X X XXXXAXN XK XXX XXNXMNXXNKK XX X X
1301 X X X X XX XXXX X X XX XXX XX XX X

1302 X X X X XXKKKXX XXX XX XXX XXX XXXXX XXX X X
1309 X b 4 X X X XXXXXXN XXX X XX XX XXX X XXXX X
1317 X X 3 X KX RXKX ¥ % R N XX KXX  XXUAX X
1322 X X X X KXXXXXX XXX X XXX XX XX XXX
1324 X AKAK XXX XX XEX XX XXX XXX X X
1325 XXX X X KXXXNXK XXK X XXX XX 14 XK XX
13289 X X XXKK XXX X XXX XX KK KXXX
1838 XXX X X X X XX XXX XX XXX XX XX

1839 XXX X X% X X XX XX XXXRRX XX

1848 X X X X XXKXXXKXXX X X X XXXXXXXXX XKXXXX
1849 X X X X AXXXKXXX X XX XX XNXXXXXXXXXKXXXXXX
1851 KKK X X X XXXXX X XXKXXK KHX XXX X HXK XXX
1855 X X X X XX XXXX X X XXXKXN XXX XXNXNXXHXXXXX
18586 XXX X X X XXXXX X XXXXXX XXX XXX X X
1866 X % X X X X XXX XX K XHX KHX RXRXUAMXAKRMN
1939 X X X X XXKKKX X XXKXXX XMXXXKKX XXXXXAUXXX
1947 b3 84 X X AAKRKXKKRX  XUXAHXN XXN XX

1950 XHK 4 X KRARX XX X % X XXX XXX

1952 XXX X X KXXKKX XX X X X XXX XXX

1954 XXX X X KXXKXKRNXKKK X X X XXXXXXXXXK X XXXX
1959 X X X X KRKX KK K ORNMKNNN XXR XXRKXXXXANXNX
1961 X X % X KXKXXHXKXK XX HXKX XKXXUAHAKKNAXKK XXXX
1964 XXX X X AAXKXXNNAX  XXXKXKNX XXX XXX XXXUXXXX
1965 XXX X X KXNXXKKHK  HXX XXX NXXX XXX X X
1968 XR X X ' KX XKXNXKXX X X XXX XXKXXXXX

1973 X X B S { XXX XXXXX KXX XXX XXXK XX

NOTA; ~x '="respuesta positiva.
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TAAAPB IV IKEKPKPOMSMFGAPASLDLMLGGCPCL I EPGAMMSMEP | IDDPFQF
RMGCRUBAVPPPLPAXAUAUTD! ZEMTTTALLIYGETCCLDIAQOETRFBUMHTIE
EILEOTULARTRARLALCLMAIMEBAAAATYCTRTVAODOD000000000DBANN
ADUTPYTELOA IRAMLOIEARPELALRRRACERUAUCLLLLLLLLLLLLLLZLAD

1114 KXHKRXRXKKKK XX XXXKXXKXAXX XHNX XXXX XX XX XX X X X
1116 KHXKXARXXKK AKX XX NXXKXXNX XXX XXX XX XX X X X
1118 HEXKXKXXRRHAK XX XX X XXXXX X XXX XXX XX X X
1128 K OXKRRRKAKR HK XXHNKKNXKRN  XHXHKEK MXARAARK HXX  XNAXX
1301t HHXAKKKKKX X XX X XXXX XX XXXX X XX XX X XXXXXX
1302 KHAHKXNNKHK XK KHXNH KHNHKHUNKRHHKEX XXXX K XXX XHAXNX
1309 KNUXXXKHKXKKX XX X AXXXXXX XX XXX X X XX X
1317 XXAXKKKAAX X XXXKXXXXXAXXXX XXXX X XX X X X
1322 XXXRXNAXAXKKK  XXXXKEXKXKK XX XXXX X XX XXX % %
1324 XXX X XX XX X XXXKXXX XX XXXX X X XX XX
1325 KANXXXKXAAKRKEK X KXXXAKK XX XXXXXX X XX XX X
1329 KNXXXXXKHXK XX X XKAXXXXH XX XXXX X X XX
1838 XXX XX % X
1839 X
1848 KHXAKRKHRKK X XXX XXKXXXKKK KXAK XXXXXXXXXXX
1849 HUXKXRKXXK  HXAXHXXK HAXKXXAXXRXXAN  XNAX XXX XX X X
1851 X
1855 HKXKAXRK KKK X XXXXKX HXXXXXANKXX XX XX X X XX
1856 XXX XX X X
1866 KKXRHRRNKR  AHXHXXKHKKK X X X NAAX X XXX X XXX X X
1939 KAXKXXRKXK X XKHXNXX HXXXXXXKKRXKR X XX XX
1947 HXXXHKRKKX X XX XXX X X XXX XX X
1950 XXAKRHKXKK X XXX XXX XXX XXXXXXXKAXRX X X
1952 XKEAKXKHXX X XX X X X XXX XX X X
1854 KXKXXXXKXXX X XX XX XXX HXXKKHKXXXX X XX
1959 XEXHXKEKKKX HXXXKXXXXXXXX KXXXKXXKKXK X XXKX X X
1961 KKXXXAXXXX X XX XXX XAXXAKXXXX XX X XUHRAXN
1964 X XKXMAXKKX X XX XK HXX XXXXXX XXXX X XX
1985 XRKX X X X X X XXX XX X X
1968 XX XX XXX XX XX X X X XXXXXXX X
1873 X X X X X XXXX X %X X

NOTA; x = resgpuesta pasitiva.
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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

AMINOAC 1 DOS AMINAS Y
COMPUESTOS
NI TRUOGENADODS

LLLLLLLLLLLLLAMCEBHPTASBHTUT
PFTHTATVLGLAGOGTTTUIUICATIYRI
RAY IRLHAELYRRI IENTNTAARAPMED
OLRSYARLUUSGNNOIHHHRMMCIV I AU

XXXH XX XHXAXXX X XX %
X XXX XXXNXXX X X XX X
XXX X XXX XX X

KEAKKAXKRAXKKXKXKEX X XX XAX
HAKKAXXHKXKAXXKKXKAKKE XXXKXAXKXX
XXXKXXXMNAXRXKXXX KXXAXKAXX X
HKURRRARRXXRAXKX XX XX X
KAKAKAK XNRRAKX X X XXXXXX
KEXKXXHKXKKAKKX X XXX X X

XXXKXXKAXXX XX X X XX
HEXKUXKHHRXRHKXK XX X X X XXXX
HRAKXKXRKXXXXAKX NXHX X X
XXX XX X X
X

XXX X XXX XXX X X
XXXH X XXXXXKX XKAXX XXXX
XXX X X X X
XXX X XXXXX X XX X XXX
X X X XXX X X
XHX KXXXX X X X XXRX
HKHAXX XXXXXXKXXXX X XXXXXXX
X XX X XXXXXXX XX X XXXX
XXXX XXAXXXKXXX X X HAXXX
HKHER MXXRRXRXX X X KXNRX
KXXX XXXXX XXX X X X X
XXXX XKXXMNXXXX X XX KXXXX
XXX X XXXXXXX X X XXXXX
XHXX XXMXX X X X X X X

X X XXXAXNRX X X X XXX
KEXX XHXAXXKKXX XX X XXXX

X XX XKXXX X X XXX

NOTA: x = Respuesta pasitiva.
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2001
2003
2005
2008
2011
2013
20186
2022
2023
2035
2042
2044
2050
2051
2053
2054
2067
2074
2089
2083
2094
2097
2100
2107
2111
2122
2123
3016
3020
3022
3028
3029
3030
3056
3060
3070
3084

DPCAAOPCBEPEELICRUOGGCOPPPRRROAPAGATUSSSTTTLRXFGGMRCLMSTAA
EVRNMTDOASLDN2AATPNAXRRRNNEGPRMEDWRAALEEEA T IRALAHEAAARMC
GIBRVCICCPOEDCDCAQETIQVVOINLHLILNB8SL78M34RBLULUNALTLCELE
PTLOEOFO!1 IMFEEEIRSGADTIASSSUBELAAOAOQO471A00CACUMOOTAADT

XXX
X X
X X
XXX
XXX
X X
XXX
X X
XXX
XXX
XXX
XXX
XXX
XXX

x

X X X X X x

XX X X X X X

x

XX X X X X X x X X

X

x

=

=

= x *
x ® =
KX X X X X X X X X X X X X X X x

X X

=
KX X X X X X X X X X

K X X X X X X X X %

X X X X X X X XX XX X X x X

X

X

XAXXX XX XX XXXXXXX X KXXKXXXXXXX
X XXX X K XXXXKXXXKXXXKAAXXXKXNXX
X XXX XX X XXX XKXRAXKXRAKNKKXXKXKKXX
X XXXX XX KX XXXXXKXXXXXXXXKXXXUKKXXXX
X XXX XX X KXXXHXKAXXXXXXRRXHXKXKAX
X XXX X XK XXXXXKUAKXRXXANRNXXXXXXXRX
XXXXX XX XX XXX X XX
X XXX ARKAKKXKXKRAKRKN XXX XK RKXKN
XX XXX XXX XX XUXXXXXXXX XX X
XXXXX XXXX XXXXXX X X X
XXX XXX XXX X X XXXXXXXX X XX XX
12,333 XX X X X XXXXX X XXX
L3 3.8. 84 XXX ® XX XXXX X X XXXX X
X XXXX XX XXX XXAX XXXXXXKXXXKXX XXXXX
X XXX X X XXXXXXXXXX X X XXXXX X
X XXX X HAEXRKXHKXXKHKHNKK XXRXXAKXX
X XXX X KXXXXX XX KRAXXXXNXAXXX
HXXXX X X XXX XA X X XX
XXNXX X X X XX XX X K XXX X
XX XXX X X X XX XX X X
AXAKXXX HXXXX XXX KXHXAXXXK XXX XUXXKX
X XXHX X XXXX XXXX XXXXRXUUHNK XXXXX
X XXXX X X HAXXKRKXKXNKKX HHHAXXXKX
X XXX XX XKXXXAXX XXX XXXXX XX XX X
X XXX X XX KEXXXXXXXKAXXKXXXXNAXAXXKX
HXXAXN XX XXXRX XUXXXXXNNXXXXXXXXXXXX
X XXXX X X HXXXXKXXXXKX XK KX AKX UXXKX
KXXXXX "X ’y RN XA HX X X ¥
XXX XXX X XXX XX XXX

XXX XXX XXX XX XXX X X
XXXXXX XXX XX XXX XX
XX XXX XXX XX XXX X
XRXXKX X XXX XX XXX X
XXXXXXX X XX KX XKXXXXXXXXXKXXKX XXAXAXXXX
X XXX X XXXXXX XXX X X
XRXAXX XXX XX XXX X X X X
XXXXXX XXX XX X KAKAXXXK XX X XXXX

= Respuesta posltiva.
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2001
2003
2005
2008
2011
20183
2016
2022
2023
2035
2042
2044
2050
2051
2053
2054
2067
2074
2089
2093
2094
2097
2100
2107
2141
2122
2123
3016
3020
3022
3028
3029
3030
30586
3060
3070
3084

PBPPOMSHMLCPCGAMMSMEPBDFLLLLLLLLAMLLLLCEBUTTT
RULAXAUAAIYGLD I AOETRUUEFTHTATVLGTGLAOTTURIYI
OTALALCLTTRTOO00000000NAY I RLHAE I ILYRRENTEOMA
PYRMLOIEARUALLLLLLLLLLOLRSYARLUNOUSGN THHAUIM

X
X
X
b3
X
X
X

X
X
XXX
XXX
XXX
XXX

XX

XX
XXX
XX
XX
XX
XX

XX
XX

XXX
XXX
X
X
X

X
XX

X

X
XXX

HAAXKKE XX XHARX AXEXXKXAKXK XHXAXKXN X XXXX
KXKANMXXKXX XXX XXX KRR KKK XX KAK XXXXKX
KAKXHHRKXRX KR KRR X KA A KRR KXAKKR A KKK X KXXX

AXAARNXRRRHRKKEAXXKAX XK R KKK X R XX KAXX X XXXX
KXAXXXURXX XX XXX X NRKAXXKX XK AR N XXKEX K XXXX
KEXKEXXRKHNXKRHRNRNRR HARKKAKRXKARKR X XXX
XX X XAXXH XX X X X XX X X X
X XKXXXXARKN XXX X X XXX X X XX X XXXX
X X XXX X XX X XX X X XX M X XX
X XX XXNHAKRK XXAX HHUAXXXAXKAXKAR X XXXX
XXX XXX X X XX X XX X X
X XHXXXX XXX XX NXXX K XRXXRXXX XX
AXXXXKX XXHX XX XX XX X XX
X KXXXXKX XXXX XX X KX XXXXXXX XX XX
KAXKHKKRARK XHNK XAAAXKAKHAKKKKR X XKXXX
XX XXXXXXXXX X KR XX XX XXXX XX X
X X XXXX XXX X XXHXX XX X X AX X
X 1.3.2.3.9 XX X X XXXX
X XXHX XXX XX X X XXXX
X XAXK XX XX X X XX X
X X XXARX XXX X XX X N KXXX
K XXAAX XXX XX X XRXX X
X X XXXNX XXX XX X XX X X XXXX X
X XXXX XXX AEAKARNAR X HRXXXN
K OXXXRKHAXKE XXX XHHUAXXKKXKKAAXXK XXXK
XAXXXXKXXXAX X XXX XXXKXX XXXX XXX X
HXXHAKX XXX HOXXN XAKXKX KHXX XXX X
X XXRX X X XK XX XX A XX X
XX X4 b 8.4 X X X XXXXX X

X X x X
XXX XXXX
X X X

X R XX X

X

X® KX X X XX ¥

XX X XX X XX X X X
XK XX XX X XX X
X XX XX %X XX ¥

AKRREUXAXXNARKK XX X XXX XXXX%XXXXX X

AX
X X X X
XXURXXRKX XXX XXX
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APENDICE 2.

Método para determinar la capacidad de utilizar.el'fpétréleo‘.
crudo del pozo ixtoc | por bacterias marinas, e :

Se prepara el siguiente medio de cultivo.

Fe Cls (1.2 %) 1 ml.
TRIS-HCI1 (pH= 7.5) 10 mi.
Medio Mineral diluido 1000 ml.
Petroleo erudo Ixtoc 1 0.5 %

Una vez preparado el medio de cultivo conteniendo los tres
primeroa elementos se reparte en pequeros frascos denominados
"pi{ldoreros" a razén de 10 ml. por frasco y se le adade 50 Al
de petrdleo cruda con ayuda de una micropipeta, despues de la
cual se tapan y se esterilizan a 121°C durante 20 min, Se
procede a sembrar con 0.5 ml., de una suspensién bacteriana
concentrada y se 1incuban 2 meses a temperatura del
laboratorio.

Lectura. Se agitan fuertemente los frascos juntoc cen un

blanco no sembrado, se dejan reposar un momento y a
continuacidn se agitan suavemente para observar la formacidn
de micelas, capas de crecimiento y/o desaparicidn de 1la

pelicula de petrdleo, en cuyo caso la prueba serd positiva.
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Medio 62. Recomendado por ATCC.

Para el desarrollo de Escherichia coli ATCC 141b9

Peptona de caseina 6.0 gr.
K, HP Oy Q.2 gr.
FeS0y © 7H,0 5.0 mg.
MgS0y « TH O 0.2 gr.
L~Asparagina 0.15 gr.
Cianocobalamina 400.0 mcg.
Agua destilada 1000.0 ml.
Agar Bacterioldgico 15.0 gr.
pH = 7.2
Incubar a 26 °C
Medio propuesto por Burkholder (1951).
KaHPOy 7.0 gr.
KH POy 3.0 gr.
Na citrato *3H,0 0.5 gr.
MgS04 =7H20 0.1 gr.
(NHy)2 S04 1.0 gr.
Arginina 100.0 mg.
Asparagina 4.0 gr.
Ac.L-glutamico. 100.0 mg.
Glicina 100.0 mg.
Higtidina 100.0 mg.
Prolina 100.0 mg.
Triptotfano 100.0 mg.
Dextrosa 10.0 gr.
Agar bacteriloldgico 15.0 gr.
Agua destlilada 1000.0 ml.

Ajustar el pH = 7.2
Esterilizar 15 1b/15 min.
Nota: Cuandoc se empleaba c
0.0005 gr/1 de CoCl .

omao

medio de biocensayo se agregaba

Medio 8 (modificado del de Burkholder).

K, HPOy 7
KH, POy 3
Na citrato < 3H,0 0
MgS0y *+7H, 0 0
(NHu)a SOy L.
Dextrosa 10.
Co Cli Q.
Agua desti{lada 1000
Agar bacterioldgico IS5
Ajustar pH = 7.2

Esterilizar 15 i1b/15 min

CoOO0OO0OOWOO

gr.
gr.
gr.
gr.
gr.
gr.
gr.
ml.
gr.
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Medio Zobell (Oppenheimer-Zobell, 1952);

Bacto Feptona 5.0 - gr.
Extracto de Levadura 1.0  gr.
FeCly (1.2 %) 1.0 ml.
Agua destilada 800.0  mli.
Medio mineral

cocentrado. 200.0 ml.

Ajustar el pH = 7.5
Agar Bacterioidgico 15.0 gr.
Esterilizar en autoclave a 121 °C

Bacto B 12 Inoculum Btroth USP,

Tomato Juice 100
Proteose FPeptone N- 3 7.5
Bacto-Yeast Extract 7.5
Bacto-Dextrose 10.0
Sorbitan Monooleate Complex 0.1
Monopotassium FPhosphate 2.0
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Medio Minera! Concentrado ¢ Aguarae‘haf értificiél ).f
Lyman y Fleming, 1940, SR R

Acido bérico H 5 BOy byi"i,aol 'J1*
Biearbonato de Sodio : Nchd5 o
Bromuro de potasio KBr

Cloruro de calcio dihidratado CaCi,* 2H, 0 ‘3b3oq 1
Cloruro de estroncio dihidratado SrCl,+6H,0 ‘?,1;2 ;_Ef;

Cloruro de magnesio hexahidratado MgCly-6H,0 258}0"vgr:‘

Cloruro de potasio KCl - _ ”_éé;d gT.
Cloruro de aodio NacCl L ii?S.Q Cgr.
Fluoruro de soadio NaF -« 015 gr.
Fosfato monobasico de potasio KH, POy 4.50 gr.
Nitrato de amonio NH, NO 3 36.0 gr.
Sulfato de sodio Nalﬁou 195.0 gr.

Tado 1o anterior se disuelve en un recipiente con 20 litros
de agua destilada.

Medio Mineral diluido al 20 %

Cloruro férrico (+.2 gr/1) 1 ml.
Medio mineral concentrado 200 ml.
Agua destilada 800 ml. .

Ajustar pH a 7.5

Egterilizar a 121 C 20 }mih,
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Condiciones para el crecimienta en'el Fermentador.

Agua de mér artificial

(Medio mineral concentrado) 20 %
Petréleo cruda Ixtoc 1 ) ) %

Agua destilada B 80 %

CoCl C.0.005 gr/lt
5,6 dimetilbenzimidazole 0}602 Vgrlli :

Urea SRR gt/ltv
Cloruro férrico ; '

Capacidad del fermentador
(Volumen de trabajo)

(-3

Esterilizaclian a 110 °C 'po:—bs
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Apéndice 3.

‘La vitamina B 12 o cianocobalamina es la mas potente
de las vitaminas conocidas, tiene una importancia notable en
el desarrollo normal de clertas actividades, es un factor de
crecimieno esenclal para muchaos organismos como par ejempla

gallinas, cerdos, carderos, etc. Es importante en el
desarrollo normal de ciertaa actividades como son: prevenir
lag lesiones correspondientes a la médula espinal, transforma
el acido fdlico en folinico ( que es un compuesto
metabdlicamente active ), interviene en la metilacidn de la
colina, en la formacion de acidos nuclelicos, en la uniaon de
algunos aminoacidos, ademas de ser necesaria para la

maduracidén normal y desarrallo de los eritrocitos,

Los componentes de la wvitamina B 12 activa han sido
demostrados ser esencliales para estimular el desarrollo de
varios organismosa marinos, por o cual se propone que
componentes activos de la vitamina B 12 jJuegan un papel vital
en la economia de los oc&anos, en la produccidn explosiva de
algas y en las sucesliones pablaclionales.

En el ser humano adulto, la necesidad diaria minima de
vitamina B 12 es del orden de 0.1 4g. Mientras que la sangre
humana normal contiene 0.0002 4g por mililitro.Por otro lado
se sabe que la clanacobalamina en el cuerpo humano y en las
alimentos no exigte como tal, sino en formas coenzimaticas
metabdlicamente activas y muchag wveceg tambien en forma de
conjugadoa con amincdcidos.Las formas estables pueden no ser
metabdlicamente activas. Asimiamo ae conoce que la coenzima
B 12 puede ser transformada a cianocobalamina con el cianuro
de potasio.

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

Se han reconocido una gran variedad de microorganismos
productores de vitamina B 12, entre log que Sse mencionan
Actinomicetes ( Nocardia, Streptomyces, ete.), generos de
bacterias como Aerobacter, Bacil]us, Clogtridium, Flavobacte-
rium, Lactobaclilus, Proplonibacterium, Pseudomonas, etc.

En México exigte 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
importacidén de '"polvo de fermentaclidn®" que es un producto
intermedioc en la produccidn industrial de vitamina B 12, el
cual es completamente procesado en nuestro pafs para obtener
la vitamina B 12 en forma cristalina.
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