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El 4roa de estudic compiendié 20 estaciones de trabajo en o Goifo de Tehuantepec,
Mméo, durante jullo de 1892, en la Campafia Ocanogidfica FIQUIMB! i, levada a cabo a bordo
del Bugue oceenogrifico "EL Puma" de le Universidad Naclonal Autsnoma de México,

Se reslizaron 20 muestreos en agua superficiel y de fondo pera deteminer la donslded
bacterlana heterStrofa aerobia, clecimiento en emoncacidos, actvided hidrocarbonociéstice y
relacidn entre concentracion becteriana y varos perdmetros fisicoquimicos (salinided, pH,
concentracién de oxigeno, nitritos, nitratos, amonio y fosfatos), as| como distancia 8 8 costa de
cade muestreo,

Losrsumoblenldosconmpoehnhsmwvlm,mmpmmhmn
activided degradadora de petrélec crudo (Ixtoc 1y y sl une total capacided de crecimiento en
aminodcidos, por otro ledo no se encontré una relackdn signiicative entre concentracién
bactedana y los pardmetros fisicoquimicos, ef igual que con la distancia @ la costa,



1INTRODUCCION

Laos bacterias desempefian un papei importante en of ambiente marino, ya que estan
consideradas como uno de ks principeles egentes responsables del flujo de energla tanto
heterotréfica como autotréfice en of sistema marino, de los procesos de mineralizacidn o sea la
conversion de elementos orgénicos a Inorgdnices, de la formacién de depdshos minerales y de
nutrientes necesarios para otros organismos (Dawes, 1888). Las baclerlas marines con base en
su tipo de metabolismo se dviden en ;

a) Autétrofas, obtenlen su energla de la Iuz soler (fotétrofas) o por sxudackdn de compuestos
nitrogenados o sulfurosos (quimiolitdtrofos), son capaces de sintetizar sus propios aimentos a
partir de COmpuestos INorgdnicos,

b) Heterétrofas, obtienen su energla de la descomposkién do materia argénica, requieten de los
nutrientes que ésta presenta ye que no pueden former sus propios atmentos (sapréftas y
pardsies) (Dawes, 1906).00nhqdohs%m’ﬂnnhlyumpthdoelﬂﬂuohn°h
capecidad de alimentarse del petrolec, dste representa un origen de cerbon para formecin de
material celuler y una fuente de obtencion de energla, & éste grupo de bacteries se les denomina
hidrocarbonocidsticass 6 degradedoras de petriieoc.

1. 1 DEGRADACION DEL PETROLEO

El petroieo estd formado por mads del 08 9% de hidrocarburos, esios contienen carbén e
hidrdgeno; o 29 restants son derivados de hidrocarburos qué confisnen oxigeno, azufre,
nitrégenco o una combinacién de estos, Estos componentes dal petréleo $8 agrupsh an 4 cleses.
(Neison-Smith, 1973):

8) Parafings (slcanos), compliestos establss, saturados, con rames recies © en cadena.
SutérmuleCnH2n+2. )



b) Naftenos (cicioparafinas) , saturados, las terminaciones do las cadenes estan unides
formando anios: sigunos anllos pueden reempkizarss por grupos alquiio, Con férmula Cn H2n,
¢) Arométicos, compuestos ciclicos, insaturados, basedoes en un anio de benceno, algunos
hidrégenos puoden reempiazarse por grupos alquito. Tiene 6 hidrégenos menos par anllo.

d) Olefinas (alquencs), compuestos Insaturades, no clclcos, con 2 o pocoes hidrégenos por
cada carbono, estos no se encuentran en ef petrdlec crudo.

El petréiec puede ser transformado o degradado por apentes fisicos, quimicos y
bioldgicos, (Fig, 1). Dentro de los blologicos se encuentran microorganismos como bacterlas,
‘hongos y levaduras (Zobed, 1971). Las bacterias pusden metabolizar casi todo tpo de materdal
orgénico natural y una gran vardedad de origen sintético, De acusito con Gunkel (1968) of
carbono s uno de o3 factores Imitantes més importantes para of crecimiento bacteriano en of
mar, normalments o carbono se encuentra en una condeniracidn mendr & 2 mptio; tos
hidrocerburos pueden ser una fuente principal 0 extra de carbono. ahngen en 1813 reporta
por primera vez que las bacieries son capeces de degrader ol petrieo, parece ser que donde
quisra que haya un demrame de petrdleo Was-bacetrias pusden degradedo, mientras esten
presentes on of medio. Se conocen Mmis de 100 especies de bacterias capaces de cxidar
hidrocarburos y productios del petidieo, pertenecientes & diversos géneros entre ks que se

encuentran Py ok , i bacterixm, Ach bacter, Acinelobacter, Aicaligenes, Vibrio,
Corynebacierium, Mic Bravibacterkum, Nocardie, eic., (Zobel 1946, Vorashiova y
Dienova, 1950),

Bajo condiclonss favorables ies  bactertes hidrocarbonocidstices  degradan
praclicamente cueslquier hidrocarburo, descle metano hasta (esiduos pesados, Les parafines
son degradedes més faclmerde, los formados por 10-18 carbonos son rdpidements
degradedos y los compuestos sromdticos son fuentes aceptabies de carbono y snergla; sunque

fos més pesedos son mas dificles do atacer por su mayor diicultad de dspersién. Stone,
. ) .



Frenske y White (1042) reportan que un orgsnismo adapiado pera degradar sdlo parefing,
puede continuar su crecimiento sin resistencia utizendo un sromdtico semejante al naftaieno.
Cuando las bacteries crecen en Un hiirocarbulo puro, Cerce de Une ticera perte del cabono
se usa en fabricar nuevas células y ol testo sirve para obtencidn de energia mmbuu_ {Zobed,
1959).

AGENTES PARTICIPANTES EN LA DEGRADACION DEL PETROLEC

La participacién de agentes fisicos y quitices ayudan & la transformacion del
‘petréieo, favoreciondo con esto la Intevenckin de los egentes bickghoos, que de
acuerdo a clertas condiclones ambilentales podran actuar en favor de ta degradacién del
hidrocarburo (Fig, 1),

A) DISPERSANTES MECANICOS

E1 petrélec derramedo on ol mar tiende naturaiments a extenderse sobre la superficie del
agua hasts former una cape deigeda (Berridge of &, 1968), este proceso o3 inversamente
proporcional a la viscosidad del hidrocarburo, ia cusl hace decrecer la tasa do extensién (Fey,
1969}, sin embargo existe dispersion mecdnica por vients, clesje, Merses y cortientes, slendo
estos dispersantes mds importantes que (a sola tendencia natural de dispersidn.
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B)SOLUBWIDAD

Existe ciarta solublidad de slgunos hidrocarburos en of agua de mar, principaiments
parafinas y arométicos de peso molecular bajo. Parker, Freegarde y Hatchard (1971),
teportaron dque la solublidad de parafinas de cadenas factas ds peso molecular bajo dsminuye
un potencial de 10 por cada dos dlomos de carbono adiclonales, de 100 ppm en compuestos
de § carbonos & 0,001 ppm en los que tienen 16 caerbonos,

C) EVAPORACION

Esta s leva a cabo rapidamente en compuestos con puntos de ebulicién bejos,
goneraimente de bajo peso molecular, continuando sucesivamente con las fracciones con
puntos de ebulicion més aftas (Bemidge of &/, 1968).

D) FOTOOXIDACION

Este proceso también interviene en la transformacién de los componsntes del petrdieo,
ocomo las parefines y los  erométicos. La fotooxidacion es répida a jongitudes de onde mis
cortss que 300 nm. Bejo iz netursl y longitudes de onda de 300 - 350 nm la tesa de
fotooxidacidn es més lenta (Parker ef 8l 1971). Muchos de los productos de e oxidacidn son
solibles en agua. Este proceso es catalizedo por aigunos melales presentss en el petréiec
cfudo, como ol vanadio y e3 inhibido por compuestos de azufre (Dood, 1871).



| . 2 FACTORES FISICOS Y QUIMICOS QUE AFECTAN LA DEGRADACION DEL
PETROLEO POR BACTERIAS MARINAS

OXIGENO

La mayorfa de las bedpﬂas necesitan de oxigeno disuelto para degradar compietamente
ol petrdleo, la cantided requeride depende del tipo de hidiocsrburo e degradsr ( Tabie 1). De
acuerdo con Floodgate (1979) y Zobel (1964) la demanda tedrica de oxigeno es de 1 g para
oxider 3.5 g de petrdieo, Este siemento es importante, debido a que les vias principales para
‘degrader tanto hidrocarb turades como arométicos involucran o_xtaomsos y oxigeno
molecular, E! agua de mar contiene sobre 15 mg de oxigeno por Mro, Mendo mds alla su
concentracién en aguas costeras tempiedas. La fotosintesis ediclona 5 ugl/die
(Steemann, 1960).

Tabla 1. CANTIDADES DR OXIGENO (mg) REQUERIDO PARA OXIDAR 1 mg DE
HIDROCARBURO A DIOXIDO DE CARSONO Y AGUA PROKOP, 1958)

Hidrocarburo o {mg)

otano 13
hexano ass
banzeno 308
[ ata

- wyleno 317
naftalsno 300 °
octana 35

Invesigadoies como Balley ef &/, (1973) y Ward et o/, (1980) apoyan e hecho de que le
biodegradecion snaerdbica de hidrocarburos es muy poco coman en la neturaleze, sin emberge

verios autofes sugieren que of nitrato y sulfato pueden funcionar como aceplores de electiones
T



durante la respiracion de hid {Baliey ef af. 1973; Brown ef a. 1969 ayb;
Pierce et al. 1975; Zobel e al. 1966).

NITROGENO, AZUFRE, FOSFORO Y FIERRO

Algunes bacterias pueden usar ef nitrato, de ésle se requisten 4 mg para oxidar
compiotamente 1 mg do petrdleo mineral; las capes superiotes def agua matina contienen un
madxime de 0.1 mg/L. (Zobel, 1964).

También se he reportade la oxidacidn de hidrocerburos pos sulfatoreduccion bejo
condiciones anaesGhices, sin embargo esta actividad es baja (Novel y Zoboll, 1944; Rosenfiold,
1947). Zobol y Prakop (1966) encuentran que Desufovibric y Desulfomaculum pueden
degredar petrdlec bajo condicicnes anaerdbices. Aflas (1881) dice que en ambientes
anaesfdbicos Ja biodegradacion es fente y puedan permchecer indefinidamente cantaminados.

txyurova (1952) reports un incremento de 4-10 veces la tasa de degradacién anaerébica
con la adkclon de nlirelo v fosfato; Johnstons (1970) encuentra también que ol niato es un
requisito importante y que la carencia de éste y de fdsforo tmian a las bactsrias angsrdbicas.
Afias y Bartha (1973 b) encontraron un fertizants de nitrégeno oleofiico {uren parefinizade) y
tosforo (octifosfata) que supera ia carencia de estos siementos on of agua de mar y ssimuia ia
blodegradecién de petréiec. Bergstein y Vestal (1978) reportaron que fertizantes olecflicos
gyudan a aumentar la blodegradacidn de crudo en derrames sobre sgues oligofréficas, sin la
adicién del nitrégena y fogforo tal actvidad se ve imitada. Sin embarge Le Petit ef &l (1976)
toporia que altas concentraciones de fésforo inhiben of cracimiento bacterienc. Dibbie y Bartha
(1979) reportan que adiclon#r octsio fénikke & quelato de flero & uns mezcla do utea
parefintzade y octifostato, es un tratemiento adecuado para estimuler fa blodegradacion,



TEMPERATURA

La temperatura es un factor Importants que afecta o proceso de degradeci6on de
hidrocarburos por bacterias, Esta descomposicién pueds ocumir en un emplo rango de
temperaturas (Aties, 1981) y depende grendemente de la composicién del petrdlec (Atlas,
1975). Ludzack y Kinkead (1958) incubaron 100 mg de acelte de motor en 1 Mro de agua
oxigenada, obtenlendo como resultado que a 25° C te degradd ol 50 % en los primeros 15
dies, a ésta temperatura después de 6 samanes of 80 % se destruys. A 10° C se degradd
del 20-30 % y a 5° C no hubo cambio aparsnts. Plipsl (1968) puntusiza que no ocurre
‘degradacién en las regiones polares, sin embargo Zobel (1673) y Traxier (1973) reportaron
blodagradacién a una temperstura de 0 °C, Byrom y Boeestsh (1971) sugisren que ciertas
bacterdas pusden oxidar hidrocarburos a -2° C (punto de congelackén del agua de mar). Gunkel
{1967) Informd de una beje utizeckn de petrdleo o bajes temperaturas. Olro ceso se da en ol

ch puesto, Kiug y Markovetz (1967 &, b) y Mateles of al. (1967) encontraron degradecion
a70°C.

Asl mismo, los cambios estacionales de la comunidad microblana pueden también Influlr
en la tesa de degradacidn de hidrocarburos a una determinada tempersturs. Ales y Bartha
{1973 a) sncontracon un mayor numero de microotpanismos capaces de degradar pelrdieo y
una tesa de degradacin significativamenta meyor a 5 °C durants el inviemno que en ol verano.

Los efectos de la temperatura sobre {a degredacién dependen de los hidrocarburos
presentes en la mezcia de petrdieo, Bajas temperaturas retardan la tasa de volatiizacién de
hidrocarburos de peso molecular bejo, algunos de ios cusies son toxicos para los
microorganismos  hidrocarbonociasices; se ha comprodbedo que le piesencia de estos
componentes tdxicos retardan la biodegradecion del petrSiec a temperstures bajas. A 20 °C se

observa que of petrbieo igero tiene grandes pérdidas de hidrocarburos por volatiizacidn,
[}



haciendolo mas suceptibie a la biodegradacion en comparacién con petréieo mas pesado; esto
hace que la tasa de mineralizacion para ol petrdieo Més pesado sea significativamente mds beja
que para of petrdleo mds ligero (Atlles y Bartha, 1872). As! mismo otros Investigadores
encontraron que ol hielo resiringe grandemente la pérdida de hidrocarburos Nigeros y que la
biodegradaciin de petréleo sobre hielo es impoaible (Atias, 1977; Atias ef &/, 1978).

Ward y Brock (1976) estudiaron los ofectos de factores embientales sobre ia tasa de
oxidacion de hidrocarburos en leges templados, encontrando que ks bicdegradadores
permanocen todo o afio, pero hubo variaciones estacionales en las tesas de oxidacion, las
cuaies esisben relacionades con ia temperature. Durante & inviemo, primavera y otofio, la
temperatura fué e factor Imtante.

SALINIDAD

Ward y Brock (1976) reelizaron experimentos de biodegradacién en ambiontes
hipersaiinos, concluyeron que (a tasa metabdlica so reduce grandements en sslinkiedes
axtremes y pone on duda s en verdad ocuite blodegradacién en amblonteshipersainos.

PROFUNDIDAD

umamm'omn;u por bacteries en mar profundo estd prandemente
restringida (Jannesch, 1971) y ai patecer suceds lo mismo con los hidrocarburcs. Se ha
reportado que fa tesa de degiadacion de hidrocarburos bajo presiones atas es
significativaments menor que a presidn stmosférica, Esto Indica que of petrsieo presents en el
fondo del ocdano puede petmaneces pof lafgo tliempo (Schuarz. ef al. 1974, 1975).

Ei sporte de petrdiec en el mar puede provenir de varies fuentes ya sea de deirames
[



naturales on e océaho ¢ por aporte de ja ectividad humana, pot b tanlo, la presencis de
bacterlas degraciadores do petrdles en of amblente Indican el grado de afectacién det drea por
hidrecarbusos, Md«y Buckiey (1984) han revisado gran patte de los estudios relacionados
con bacterfes degradadoras de petréieo y conciuyeron que su nimero y tase poblecional {ton
fes bacierias totales o con las helerdtrofas viebles) se incrementa en éreas conteminadas con
petrélec, por o cual, M relacién do bacterlas degradedoras do petrSiec  con becterias
helerdtrofas viables 3o usa como un Indice estimeble do derrames de petréleo on o medio
merino, ¥ pera determinar o grado de afectacion del dtes por petrdieo, se ha eleboradc une
escala en buse al porcentaje de bacterias hidrocarbanaciéstices (Lizérrega ef al. 1990) (Tebie
2).

Tabla 2. SACALA CUALITATIVA PARA CLASFICAR AREAS IMPACTADAS POR
APORTES DE HIDROCARBUROS

FONLES (Lizkrage of ol 1983)
CLASIFICACION % HIDROCGAREONOCLASTICAS
AREA MUY AFECTADA 50% EN ADELANTE -
AREA AFECTADA AL
AREA POCO AFEGTADA 1ALS%

AREANO AFECTADA MENOR AL 1%



1 OBJETIVOS

1.~ Cuentificar la poblacién bacterlana heterdtrofa de agua superficial y de fondo del Gotfo de
Tehuantepec, México.

2.- Cuantificar la poblacion de bacterias hidrocarbonocidstices de egua superficial y de fondo del.
Gollo de Tehuantepec.

3.- Comolaciones los resultados dei conteo de heterdtrofas eerobias con ios pardmetros
fisicoquimicos de salinided, pH, oxigeno distietto y nutidentes cusntificados,

4~ Comprobar s sigunos amincacidos presentss en el agua de mar tenen elgin efecto
Inhibitorio sobre el crecimiento bacteriano.



¥ AREA DE ESTUDK

El Golfo de Tehuantepec se encuentra situado entre Puerto Angel, Qaxaca y la Bara
del Rio Suchiate, Chiapas, en ol Qcdano Pacifico, (Fig. 2) (Secretsria de Marina, 1960).

En esta zona la circuiacion de mesas de agua es domineda pof le Corrlents de Calfornia
y la Comlente Norecuatorkal, como pefte del gren giro anticicidnico dei Pacifico Notte (Wirtid,
1886 on Pedraza, 1891), con lo anterior y debido a que su platsforma Yy talud continentsies
presentan una forma de V, proporcionan una mayor renovacion de mases de agua (Munk, 1855
on Pediaza, 1891). El Golfo de Tehuantepec se caractsriza por los Nostes o Tehuenos, de

-octubre a marzo; estos vientos forman un drea de surgencias ceica de las costas de Oaxaca y

Chiapes en donde las eguas profundes con atto contenido de micionutrientes y bejas
concentraciones de oxipeno alcanzan la superficie (Vazquez, 1988), muclendt; les agues
superficiales con la capa Inferior que contiene aguas ecustorisies, cuyo origen es de la zona
tropical del Pactfico Centro ¥ quo se sitia entre los 50 y 500 m de profundidad (Secretara de
Marine ,1980).  La regién del Golo do Tehuantepec se encusntta dentro de la zona tropica),
siendo ef cima por fo general himedo con sbundentes uves, pressntandose le mayor
pracipitacion en of mes de junio y hacia fiales del ofofio, veriando desde 80D hasta 1600 mm
anusies (Tumer, 1992 ).
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NMATERIAL Y METODOS

El material bioldgico del presents sstudio se colectd durante la Campafia Oceanogrdfica
FIQUIMB! Il efectuade del 21 af 20 de julio do 1952, en of Golfo de Tehuantepec, México; a
bordo dei bugue cceanogrdfico " Ei Puma” de la UNAM,

OBTENCION DE MUESTRAS

Se obtuvieron muestres do agua superficial y de fondo en 20 estaciones (Flg. 2), éslas
fueron colectades con boisas bacterioldgicas Niskin (Niskin,1962) y procesadas
inmedistments, en condiclones estériies se efectusron diuciones decimales en serie de tres
(1:10, 1:100, 1:1000) con medio mineral diluido para obtener tres concentraciones diferentes de
becteres (Fig, 3).

V.1 BACTERIAS HETEROTROFAS

Para I ssleccidn y conteo en placa de bacteries heterdtrofes por ol método de Unidades
Formadoras de Colonias (UFC), de cada diusidn se tomaron 0.1 ml ¥ se sembré por duplcado
oh cajes con medo peptonado Zobell 2216-E (Oppenheimer y Zobell, 1952), ncubandoss 8 30
*C. Las hctures 3o realtzaron 48 y 72 hotes después,

Posteriormente en ol Laboratorio de Microblologia Marine dei insiituto de Clencias del
Mer y Limnologla, UNAM, se procedié al aislamiento y purificecion de les cepas becterianas.
Esto so lavd a cabo por ¢f método de reslembra en plecs, Del cultivo original se tomd ol &zer
con une asa de siembra una musstrs de cada colonia bacteriena que se visuslizo diferente, esto
se hizo paie cade estaciin y se sembrd por estrfe on cejas con medio Zobell, & partir de este

nUevo cutvo Se Inicid ef procesc de reslembra para separas los distintos tipos de bacteries que
i



pudh estar p tes on la colonla. Se tomé con el asa una pequefia cantidad de ja colonla y
so Gy en caido Zobek previments prepansdo y esterizado, se foma una musstra de este
caldo y se slembra por esila en otra pleca deo Zobell, se debe estiar muy bien pera lograr
separar cada céiula bacteriana, pueden realtzarse una o méds diiuciones, dependiendoa del grado
de separacién de las célules; se Incuba a 35 °C por 24 horas, después de esto tiempo se
selecciona une colonla y se hacen observaciones morfoidgicas en vivo sl microscopio dptico,
para saber sl of cUivo 3 puro, es recomendable hacer las chsefvaciones morfoldgices sobre
cultivos nuevos y no refrigerados porque a bejas temperstures las celulas bacterienas tienden a
deformarse y hacer con esto més dficd su commecta caractertzacidn. Las cepas puras se
‘consefvan en frescos pildoferos con tapén de fosca que contienen 10 mi de medic Zobel
Inclinado, cusndo la cepa ha crecido bien, se lena ol frasco con acelts mineral estérl, para eviter
que of CUtivo se Seque; ¥ se Gusiden en ¢l refrigerador.

Pera los caracleres morfoldgicos se tomeron en cuenta:
- Forma celuier (baclios, cocos, bacliococos, elo.)
- Agrupacion ceiular (cadenas, dupios, tetradas, etc.) -
~ Color de la colonla
- Presencia o susencia de espora
- Espora deformants o no
- Tipo do Grem

ios delos de Salided, Ph, Oxigeno disuslto, NO2, NO3, NH3 y PO4, fusron
proporcionados por of personal del Laboratoric de Fisicoquimica del nstituto de Clencies del
Mar y Umnologia UNAM, quienes perticiperon on la Campefia Oceanogréfica FIQUIMBI Il junto
€ON NUestro equipo de trebejo,



V.2 BACTERIAS HIDROCARBGNOCLASTICAS

En frascos pldoreros con 1apon de rosca contenlendo 10 mi de medio mineral {Lyman y
Fieming, 1840) enriquecido con fésforo y nitrégeno y 50 [N de petrélec crudo Ixtoc i, se inoculd
0.1 mi de la muestra oﬁalnal y se incubd a ﬁmpomura ambiente, pe}a ol posterior conteo de
bacterlas por of método de Namero Més Probable (NMP) (Mills, 1978), la revisidn de estos
frascos se fealzd 3, 8y 12 meses después.

N. 3 PRUEBA CON AMINOACIDOS

Esta prusba se reslzd con 62 cepas bacterlanas, oblenidas de la éampcna
Oceanogréfica FIQUIMBY I .

Cada ¢epa pura sé sembrd on celdo Zobell y se Incubd a 35° C mr4§hrs. Se
prepararon plices de microtitulacion con medio bese mds un aminodcido, o las cusles se les
Inoculd 50 i del culivo bacterano y se Incuberon e 30° C, Ei control fué of medio base sin
eminodcido. Los aminodcidos empleados fueron Arginina, Asparagina, Acido Glutdmico,
Clsteina, Leucine, Lisina, Melionine, Omitina, Treonina y Vaiina. Los resultados positivos son
aquellos en donde hubo crecimiento, A ks loctures obtenides
e os aplicaron les siguilentes dos pruebes:

Indice Medio de Utlilzacion (IMU) (Blanchi, 1974)

Este se reflers al promedio del uso de un sustrato, de una famiia quimica o dol total de
sustratos probados y se obtiene de acuerdo a la sigulente expresion matematica;
MU= PN
P= Porcentaje de UtizeciSn paia cada sustrato,

N= Nimero total de sustretos probados.



indice de Capackiad Catabsiica (C.C.) (Liziraga-Partida, 1979)

indica la proporcidn de sustratos que son utiizados por les cepes o af menos una cepe
de un grupo dado; sl ol vaior obtenido es cercano a cero, se tene que la utiizaciSn do ese
susirato o sustratos es especifica, la expresion matemdtice es:

C.C.=(nFN) 100

n= Namero de pofosniajes

P= Porcentajes mayores que cero

‘N=Namero do sustratos probados de una femile quimica
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V RESULTADOS

So presontan ks resullados obtonldos del procesamiento de 20 muostras colectades
durante el crucero FIQUIMBI Il e lo largo dei  Golfo de Tehusntepec, México, en la época de
verano de 1992,

BACTERIAS HIDROCARBONOCLASTICAS

Los frascos piidororos contenlendo of medic pare les bacteries degrededoas de
potroieo, después de 3, 6 y 12 meses de Incubacin no presentaron ningan cemblo ef
comparsdo con ol control, por lo tanto se deduce gue ias bacteries inoculades no Beveron &
cebo ol proceso de degradecidn; cuendo esie ocuire se foima una emuisin agua-petrolec
edquidendo tna coloracidn café (como mousse de chocoiate), debido & ia pasticulacion del
potrtieo (Fig. 4). '

BACTERIAS HETEROTROFAS

La poblacisn’ bacisdana se obiuvo por medio del conteo en plsca de  Unidedss
Formadons de Colonias (UFC), ef cusl nos proporcions ol nomero de bacteries viables por
miliro (Table 3). Encontrandose que la poblacion més slta coffespondid el agua supedficiel (2
530 UFC/mi) y of més bejo (10 UFC/m) @ ague superficial y de fondo; o promedio fué de 462.2
UFCAmL

Las sitas poblaciones tentc de fondo como superficie comresponden ol drea cetcsna a le

desembocadura del Sistema Lagunar del Golfo de Tehuantepec (Leguna Superior, Leguna
Inferior y Mer Muerto) (Fig. 5)
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Figura 4, FRASCOS CON MEDIO MINERAL CON PETROLEC, A Y B MUESTRA GUE HAY DEGRADACION DE
PETROLEO, C ES EL MEDI) CONTROL.
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Table 3. NUMERO POBLACIONAL DE BACTERIAS HETEROTROFAS EN EL GOLFO DE
TEHUANTEPEC, MEXICO, DURANTE EL PERIODO CEL 22 AL 20 DE JULIO DE 1802,
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1
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®

12

12

°
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16

”
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L2883 YRBRNRY
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La relacidn de densidad bacterlana con los datos de salinided, Ph, Oxigeno disueko,
NO2, NO3, NH3, PO4 y distancia del muestrec a la costa, dada en milas hauticas (M n); s
observan en les figures € @ 13, con dos gréfices {(a y b) que comesponden & superficle ¥
profundidad respectivaments; esi mismo se incluye el valor dei Indice de Correlacidn Linear. Los
datos de los pardmetros fisicoquimicos se encuentran en ol Aperdice,

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

Se sislaron y purficaron 62 cepas sivesires del Gotfo de Tehuantepec, Méxco, las
cusies de ecuerdo a les observaciones reelizacas tenon les sigulentes ceracterisices
morfoidgices: -

TIPO DE GRAM

E! 100 % de les bacteries presents un Grem negetivo.

FORMA CELULAR

La forma celuler predominente fué i bacier con Una frecuencia del 93.5 %, pers cocos de 4.8
% y 1.6 pera cocobeclios. También se observd que las formes becllares presentaron
deformaciones cuando se mantenian a bajas temperetures (4° C).

AGRUPACION CELULAR

E1 100 % de les formas bacllares s encontraben individuaies o bien en cadenas de 1-9 céiules,
los cocos on tetradas 0 on pares y los cocobacios sio Indvidusies.

ESPORA ’

o obsarvd que 8l 53 % de los bacllos presentaron aspore, ke cual fué no deformants.
MOVILIDAD

€179 % de las cepas prasentaron moviidad, tectinglendose Gnicemente  les formes backeres.



COLOR DE LACOLONIA
El 77. 4 % presentaron color de la colonla blanco, ¢ 17.7 % color transprente y ¢l 4.8 % color
amariiio, este (itimo lo presentaron tnicaments los cocos.

De do aestas teristicas mortologicas se formaron 10 grupos diferentes:

Grupo 1.- Bacllos deigados, cadenas de 1-5 célules, con espore no def te, méviles, colonla
color blanco, Gram negativo.

Giupo 2.- Bacllos deigados, de 1-5 céiulas, sin espora, méviles, colonla blance,Gram negativo.

Grupo 3.- Bacllos deigados, de 1-4 células, sin aspora, mévies, colonia transparents,
Gram negativo.

Grupo 4.- Baclos delgados, de 1-4 células, sin espore, iInméviles, colonla transperente, Gram
negeivo,

Gupo 5.- Baclos deigados, do 1-5 céiules, sin espora inméviles, colonla blance, Giam negativo.
Grupo 8.- Baclos gordos, de 1-4 célules, sin espora, inmoviles, colonla blanca, Gram negativo.
Grupo 7.- Bacllos gordos, de 1-9 céiulas, sin espora, méviles, colonia blsnca, Gram negativo,
Giupe 8.- Cocobaclos, 1 célula, sin espors, inmdviles, color smarfio, Gram negativo.

Grupo 9.- Diplococos, sin 83pora, inmoviles, colonia smarlia, Grem negativo,

Grupo 10.- Cocos, tetradas, sin espora, Inmoviies, colonla amariie, Gram negetivo.

INHIBICION O CRECIMIENTO BACTERIANO POR AMINOACIDOS.

S0 probd ol crecimiento de las 62 cepas sivestres obtenides, en 10 aminodcidos:
arginin, L-asparagina, L-clstelna, L-glutameto, L-leucina, L-isina, metioning, omitne, L-treonina



y L-vaina, Las lectures se reakzaron a ies 24 y 48 horas después del sembrado, se tomaron
como positivos aquelios cultivos que presentaron crecimiento de colonlas.

Se encontré que los aminodcidos empleados no inhiben el crecimiento bacterlano, ya
que todas [as cepes presentaron crecimiento positivo (Tabla 4), esto hace suponef que las

bacterias pusden crecer y utiizer los aminodcidos que se empiearon.

Los resultados obtsnidos para ks Indices Medio de Utikzacién fue del 100 % vy pera k
Capacidad catabdlica fus de 1, pera los aminodcides empleados.
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Tabla 4. CRECIMIENTO BACTERIANO EN 10 AMINOACIDOS.

CEPA BASE ARG

LVAL
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LG LBV LS
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+

+

+
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+
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+
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+
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stag +
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&= CRECIMIENTO POSITIVO



FIQ. 8a EFECTO DE LA DISTANCIA A LA COSTA SOBRE LA DENSIDAD BACTERIANA
EN AGUA SUPERFIGIAL
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DISTANCIA A LA COSTA (m n)
r=0.05



‘ FlQ@. 6 EFECTO DE LA DISTANCIA A LA COSTA SOBRE LA DENSIDAD BACTERIANA
EN AGUA PROFUNDA

UFC/mi
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© r=0,09



FlQ. 7a EFECTO DE LA SALINIDAD SOBRE LA DENSIDAD BACTERIANA
EN AGUA SUPERFICIAL
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FIG. 7b EFECTO DE LA SALINIDAD SOBRE LA DENSIDAD BACTERIANA
EN AGUA PROFUNDA
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FiQ. 8a EFECTO DEL Ph SOBRE LA DENSIDAD BACTERIANA
EN AGUA SUPERFICIAL
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FIG. 8b EFECTO DEL Ph SCBRE LA DENSIDAD BACTERIANA
EN AGUA PROFUNDA
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FIG. Sa EFECTO DE LA CONCENTRACION DE OXIGENO SOBRE LA DENSIDAD BAGTERIANA
EN AQUA SUPERFICIAL
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FiQ. 9b EFECTO DE LA CONCENTRACION DE OXIGENO SOBRE LA DENSIDAD BACTERIANA
) EN ASUA PROFUNDA
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AG. 10! EFECTO DE LACONCENTHAGON DE NO2 SOBRE LADENSIDAD BACTERIANA
EN AGUA SUPERFICIAL
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F1@. 10b EFECTO DE LA CONCENTRACION DE NO2 SOBRE LA DENSIDAD BAGTERIANA
EN AQUA PROFUNDA
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FIQ. 11a EFECTO DE LA CONCENTRACION DE NO3 SOBRE LA DENSIDAD BACTERIANA
EN AGUA SUPERFICIAL

2000

2500

o9 1008 R780 0.300 L070 4000 8047 351 A

NOs uM/iitro

00T asdy arre sers

r=0,1

38



FIG. 11b EFECTO DE LA CONCENTRACION DE NO3 SOBRE LA DENSIDAD BACTERIANA
EN AGUA PROFUNDA
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FIQ. 12a EFECTO DE LA CONCENTRACION DE NHS SOBRE LA DENSIDAD BACTERIANA
EN AGUA SUPERFICIAL.
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Fi@. 12b EFECTO DE LA CONCENTRACION DE NH3 SOBRE LA DENSIDAD BACTERIANA
EN AGUA PROFUNDA
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FiG, 13a EFECTO DE LA CONCENTRACION DE PO4 SOBRE LA DENSIDAD BACTERIANA
EN AGUA SUPERFICIAL
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FiQ. 13b EFECTO DE LA CONCENTRACION DE PO4 SOBRE LA DENSIDAD BACTERIANA
EN AGUA PROFUNDA
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VI IECUSION

BACTERIAS HETEROTROFAS

En ol presents estudio las concentraciones bacterianas mds aitas se locakzan en la
ragidn que conesponde a ki desembocadura dof sistema lagunar del Golfo de Tehuantepac,
tanto para agua superficial (10 m) como de fondo {20-30 m), asf como para las dreas més
cercanas ala costa (1.5 mn) y mas lejanas (20.5 mn) (Fig. 5).

La abundancla bactoriena en estas regiones se debe a la concentraclén de matatla
orgdnica faciments asimiable, y por ko tanto a la dspanibikiad de almento, que 6s mayor en las
drees con aikas concentraciones de matsrist orgénico, ko que pemite a su vez un mayor
desaolio microblano heterétrofo (Oppenheimer, ef &/, 1977). La desembocadura de ros y
lasgunas costeras es una fuento rica de materia orgénica, més adn cuando es época do kuvias
puesto que al aumentar ol desgaste terrestre hay mayor o de materia orgdnica hacla el mar
(Lizdmega ef a/. 1995); la coiecta de les se efectud en verano, épocs de luvias en esta
regién. Como se menciond snterlorments sa encontraron eites densidedes cercay lejos de la
costs, do acuerdo a ls figura 6 a y b y a los indices de comolackn (0.51 y 0.09,
respectivaments), no se encontrd una cotrelacién significativa entre la densidad bactsriana y la
distancia e la coste. De acuerdo con lo anterior se puede declr que ia materia orgdnica se
encontraba con igusl disponibiidad en las regiones ala bocadura del sistema
lagunar, Esto posibiemente es consecuencia de las descaiges dol sistoma lagunar hacia of mer,
les cuales son mayores por ser 6poca de Euvias, ocesionando le formacion de cotrientes con la
suficiente fuerze para remover la materia orgdnica sedimentada, sumando ésts & la presents en
les descerges, homogeneizenda la materia orgdnica en el ague de mer.

La corelacién entre Ja densidad bacteriana y los parémetros fisicoquimicos cuantificados
no fud estrecha, estos factores son los siguientes:



OXIGENO X ) .

En of presents estudio s& encontsé on promedio 206.59 pMA de oxigeno disueito en
agua supeificial y 85.62 yMA on agua profunda, 65tos valoras se encuentran por debajo ds los
reportados por Steemann (1960) para of agua de mar (465,75 uMA), sin emberge de acuerdo
con ks gréficas de concentracion bacteriana contra concentracién de cxigeno disuelto y con ol
indice de corelacidn fnear (Fig. 9 & ¥ b) no hay dependencia de la concentracidn bectsriana
con este siemento, esto significa que e cxigeno no es una Imitante para ef crecimionto
bacteriano. Ademés la cancentracion promadio de oxigenoc en agua supeificial (206,50 M) es
suﬁcmwmquepumm:soacobodwmodowmdondem?oumwm. en
‘¢aso de jevarse a cabo éste, se reporta que se necesitan 109,37 uM de oxigeno para oxidar 1 g
da petrdieo (Floodgate, 1978; Zobell, 1964),

PH Y SALINIDAD

El mar teoticaments presenta un pH de 7.4- 7.5, sin embergo hey diversos tactores que
fo hacen variar, nosotros obtuvimos un pH de 8,18 para agua supedicial y de 7.68 para agua
profunda, valores mayores e bos tedricos. La sallnidad piomodio encontrade fud de 34.3 Yoen
mwmvﬁﬂ.ﬂmmmnﬂ.mmmwwumwm
para agua de mar que e de 35 %e (Campbell, 1977). Con base en las graficas ¥ en los indices
de correlacién Inear (Figs. 7, 8 a y b) no s encontrd influencie significitive de oatos perdmetros
sobre la densidad bactoriena.

NITROGENO Y FOSFORO

Le concentrecidn do nitrdgenc en el mar varia de acuerdo 4 ia forma en que se
encuentro, época del aho, smbisnte, ekc.. En forme Ge nitato se encuenta en una
concentracidn de 7.14 UMA, de amonio varia de 2.9 uMA @ 5.86uMA ¥ de nibiro hay bajes
concentracionss, generalmients mencres. a Ms del nirato, va que 63 répidaments tsnstormado 8
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ésta (itima forma durante e proceso de nitrificacion (Campbed, 1977), En este trabajo los
vailores promedio registrados de nitrato son: pasa egua superficial 3 M/ y para agua profunda
5.54 uM/A, estas concentraciones son menores a las reportadas para agua de mar. Los datos de

amonlo son; para agua de superficle 13.9 yM/ y para agua profunda 6.28 M4, valores que se
encuentran en ol rango de concentraciones reportado por Campbelt (1977).

En cuanto al fosiato, se obtuvieron concentraciones de 0.2 yMA en agua superficial y de
0.252 yMA en egua profunda, estos valores se encuentran dentro del rengo reportado para
agua marina por Campbell (1877), ¢ cual va de 0.165 pMA a 0.737 yMA. Sin embergo, de
acuerdo con las gréficas de UFC/ml conlra concentracion de nutrentes y a los indices de
coftelacién inear (Figs.10, 11, 12 a y b), no e encontrd una comelacion signMcative, io que
indica que estos nuirientes no se encuentran imitando o estimulando significativaments o
crecimlento bacteriano.

El hecho de que los nuliientes no esten ofectando e crecimiento baecterianc,
posiblemente se debe 2 que la fuenta principal de nitrdgeno y fdsforo en estos momentos se
encuentrs on ls materia orgénice presente. Ademés las formas inorgdnices NO2, NO3 y NH3 ,
represantan las fuentes principsies de nitrégeno para los olganisinos sutdtrofos més que pera
ks heterdtrofos, estos Gimos lo toman directamente de la materia orgdnica en descomposicién,
sin embargo o emonio y et nitreto presentes en ol agua de mar, pueden Sef usados pof s
heterirofos para formacién de meterel celuler sin representar por esto la fuents principel de
sbastecimiento.

Elfésforo a pesar de ser esenciel pera la vide por estar presents en fosfolipidos, dcidos
nuciéicos y ATP, es requerido en bejes cantidedes, menores a los requerimientos de nikrégenc y
carbdn (Campbel, 1977). Sin embargo, sl pueds legar a ser un facior lmitants de la fisiologla
bacteriena; las bacteries hidrocarbonocidstices sn cumivo requieren de una cantided extra de
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nitrégeno y fésforo para optimizar el proceso de degradacién, ya que la carencla de estos
elementos en un amblente naetural relrasa esta funcion (Atias y Bartha, 1972). por o antes
expuesto, al medio de cultivo para bacterlas hidrocarbonociastices se ie enriquecié con
nitrdgeno y fésforo para tener la concentrackin dptima de estos nutrientes, para que el
nitrégeno y o fosforo no fusran una Imitante del crecimiento bacterlano heterdtrofo aerobio
incluyendo a los tipos degradadores de petréleo, De acuerdo con Alexender (1971), para ks
heterdtrofos acuédticos la imHants nutricional mds comin es la disponibilidad de carbén
orgédnico,

Las caracteristicas morfoldgicas que presentaron las bacteries alsiadas en este estudio
coinciden con lo repostado por Cempbel {1977) y Dawes (1836), observando que le mayoria
fué de forma bacilar, mévies y ol 100 % de ellas prasentaron tipo de Gram negativo, unicelulares
y on cadena. La minotia fueron cocos,

ACTIVIDAD HIDROCARBONOCLASTICA.

Otra fuente potencial de carbono en of medio marno o3 ol petrdieo, sin embergo, su
distiibucion on of mar estd restringida en aquelas dreas donde ocuren deltames naturales o
accidentaies, plataformas de explotacion petrolera, zonas de caiga y descarga del hidrocarburo,
futes maritimas seguides durente su transporte y desembocedurss de efluertes terrestres
{Botello, 1979). A pesar de que ol petrSieo no es un components natural del agus marina, ni
Onikka fuente de carbono y ensigla potenciaimente utiizable, existe una varedad de
microorganismos como bacteries, hongos y levaduras, capaces de utiizario y transformaro
(Zobell, 1971), parala formecidn de meletia eehhff.sl como para la obtencién de enorgia on
In oxidacién, tenlendo como productos finales co2 y H20 o intermediarios (Carfucci ef o,
1985). ’
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En ol presents estudio se encontrd que la pobiacién bacteriana del drea muestreada en
ol Golfo de Tehuantspec on la época de veranc de 1992, No mantesta ninguna capacidad de
utiizar el pelrélea crudo (ixtoc 1). Tagger et al. {(1983) reporta que la comunidad bacteriana
nativa de un amblente marino que tiene la capacidad de degradar petroleo, la manlﬁeéta 4 dies
después de entrar en conlacto con 6l los culivos dal presents trabajo, después de
transcurridos estos 4 dias de incubacién con petréieo crudo no presentaron sefiales de que tal
placeso se esuMem- Revando lfcebo, ni siqulere despuds de 60, 180 y 360 dias, tiempo en que
" fueron revisados nuevamente. De acuerdo con Le Petit ef af. (1975) una minoria de las
" bacterias capaces de usar el petroleo presentan los sistemes enzimaticos principeles necesarios
para olio, la mayoria de ellgs desarmolian sistemas adaptativos que eparecen solaments sl el
orgenismo entra en contacto con el hidrocarburo, este pioceso se activa en ungs minutos o en
pocos dies. '

De acuerdo con lo anteilor, la comunided bacteriana estudiada posiblemente no
presenta la Informacidn gendtica suficiente para la formackdn de los sistemes enzimiéticos -
consiitutivos o pafa ol desamolo de un mecanismo edaplativo que le permita hacer uso del
petroleo crudo.

Por otro iado, es knportants seflaler que ei Golfo de Tehuantspec, no es un drea de
explotacién petrolera, por lo que ol mar no estdé constantements expuests al fujo de petrbieo; y
sl hay hidrocarburos en ol drea posiblemente se debe a efluentes terrestres, derames durante
su transporte por mar 0 demames de combusiible durante la navegacién de barcos locales y
mercentes, u olrk actividad. Lo que puede indicar también, que tales cantidedes y ¢l tipo dei
hidrocarburo no han sido suficiontes para estimular ol desarrolic de la capacidad de degradecion
dé petrdles ciudo. Posibiemente tengan capacidad pare degradar un sdlo #po de hidrocarbuto
y no un complejo de estos. Sin embargo es posibie encontrar bacterias con potencialidad pata
degrader petréiec ya que existen bacterias con esta capacided, que viven en ros Y lagunes
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- cosleras vy que actuan como indculo para cﬁanda haya un aparte crénico de petréleo en of drea

" (Lizéirraga ef al, 1986); en e presente rabejo los muesireos mas cercenos a la costa se
reakzaron a 1.5 mn de distancia, tof vez debeifa ser més cercana para poder determiner la
presencia o ausencia de este tipo de bacterias.

Las bacterias hetarétrofas matinas fesponden répidaments a un aporte de petrdleo, so
he observade que e nimero de éstas aumenta ol ocumir un derrame, encontrandose en altes
concentraciones en dreas impaciades durante el tiempo que permanece e hidrocarburo
(Pfaender ef al, 1984; Atles, 1981; Atias ef &/, 1976; Oppenheimer ef &/, 1977; Le Petit ef &/,
1977), debido a esto, la relecidn de becterlas degradadoras de petrlec y de heterdtrolas
viables (hidrocaibonociésticas/heterdtrofas) es utilzada como Indicador del grado de afectacion
de un ambiente marino por hidrocarburos (Lizdrraga ef a/, 1990).

Se ha eleborado una escala para clasificar dreas Impactadas por hidrocarburos, beseda
en e porcentaje de becterias hidrocarbonocidstices respecto de las hetarttrofas aecobles viebles
(Lizdrraga ef a/, 1983) (Fig. 2). De acuerdo con lo enterior ydebido a la ausencia de bacterias
degradadores de petrdieo, el drea muestreada queda clesificeda como no afectada, es decir que
jos hidrocerburos que pueden estar presentes en ef dree no causan slectos sparentes en jos
microorgenismos.

Ls presencla de peirSiec crudo o dervedos en el smbienis marino, edemds de
representar una fuente de alimento para sigunos microorganismos, puede ocasionar grandes
dlﬂosooﬁummmumwm-nmmmodo.nlpormpbm primeros
efectos edversos sobre animales son por #ccién mecdnica, ya que cubre

superficles y estructures finas, inhiblendo o movimiento, la respiracién y elmentacion,
principsimente cuando son pequefios y/o formes sedentsrias, en l0s peces kritan la plol de las
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brenquias y cuando las cubre completamente puede causar la muerie, en plancion y
ofgahismos invertebrados causa alteruciones en su desarmolio o la mueite, deformacién o
Inhibicién del movimiento en larvas. En animales supetiores, como aves marines of petréieo se
adhlere a su.plum_ajo. impiiendoles el nado o o vueio por &l sobrepeso y a consacuencia de
osio pueden Segar a moilr, su piumaje plerde su funcién aislante, dificuta también ta obtencién
de alimento, puede suprimir la conducta feproductiva, afecta la viablldad de los hueves por
reduccién de la permeablidad del cascatdn y cuando las aves Ingleren hidrocerburos sufren
Imitacion Intestinal severa, altsraciones en el higado, anormaldades nerdosas. En mamiferos
marinos, provoca kTitacidn de ojos y obstruccidn de la visidn pravocando que se puedan perder,
cubre los nostrios dificulando la respiracién (Neison-Smith, 1973).

En perticular los hidrocarburos como las parafinas {alcanos, cicloaicanos y alquenos)
causan anestosia on concentraciones bajas, dafio celular y muoerte on altas concentraciones.
las cicioperafines (cicloaicanos, cicloalquencs y naftenos) interfieren o bloquean pracesos
naturales de organismos marinos como basqueda de alimento, escape de los depredadoles,
seleccion dei habitet y atraccién sexual (Nelson-Smith, 1673; Bolelo, 1879); finaiments s
arométicos son los més dalines, actuen como venonos, anestdsicos sobre plancton como
protozoarios ¥ lervas  de peces, en concentraciones de 0.1 pi reterdan Ja division celular y o
desairolo del plencton (Mironov, 1670) y como cencerigenos, la mayoria de estos son
aromtﬁeospolelelcoo(kh?).hsmtseomddos»sonbsb«\mmﬂoseomo ol 34
benzopireno ¥ benzantracenos; éslos ceusan carcinomas, pepliomas, hiperpiesies, sacomas
subcuténecs e incluso céncer de piel en humanos (Neison-Smith, 1973).

El petrdlec, al igual qus a los animales, afecta negetivaments al ftoplancton, algas y
vegetacion murng; 4sie &l encontrarse sobre le superficle dol mar impide hasta en un 80% la
penetracion de la iz provocando une reduccion de Ja actvidad fotosintéfica del Moplancton,
North (1964) reporta que una emuisién al 0.86 de petrdleo inhibe compietamente la tasa
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folosintstica en algas, y como se menciond anteriorments reatarda la divisién celutar y o
desarolio del plancton (Mironov, 1870). El peirdleo al estar en contscto con plantas supetiores
pravoca producccion de mucilago, como mecanismo de proteccién, sin embargo o peltrdlec
puede penetrar por ios estomnas de tallos y hojas y difundirse fAciments por los espacios
Intercelulares (Netson-Smith, 1973), ademés puoden penetrar en la membrana ceiular, aumentar
su permeabiidad y provocar la saiida del contenido celular, ocaslonando Incluso la muerte de la
planta (Currier y Peopies, 1954), Interfieren con la actividad fotosintética de los cloroplastos,
afectan las dieas de crecimiento, la floracién y la produccidn de semilas (Nelson-Smith, 1873),
asl mismo en los manglares, ol petrdleo puede penetrar las ralces y afecisr la actvidad
bacterdana normal via difusion de oxigeno (Baker, 1971),

El dafio por hidrocarburos a nivel celular se debe a que penetran por la membrana
colulaf, causando hinchamiento y en ocaslones hasta rompimiento celular (Van Overbeok y
Blondeat 1954), a este fendmeno se les atiibuye su efecto narcético sobre los organismos,
mu_mm:wnhmaemenz!mm'yoﬁaspmmmsm plantas y
animales (Manwell y Baker, 1867).

El papel que Juspan les bacterias on la dogradacion de petréieo os de vital importancia,
ya que ests oxidecién bioldgica modifice todes las fracciones dei petréleo, disminuyendo con
esto la toxicided de sus componentes y su presencia on ol mar, pof ol contraflo procesos
abidticos como la fotooxidacion modtica $6io Una parte del hidrocerburo dendo como resukado
compuestos resistentes a ia biodegradacion y que ademas crean un ambiente desfavorabie para
esie proceso, provocsndo que les posibilidedes de transformacién disminuysn, haclendo quo of
petroieo sea una fuents de catbdn y enevpia més dificil de metabolizar (Tagger ef af, 1982).

Por io antetior es importente seguir reeizando investigaciones para incrementar o
desarrolio y la activided de los mictoorgenismos degradedores de petrsiec en su smbiente
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natural, ya que su papel es muy Impdnanto on dreas impactadas por hidrocarburos y asi poder
evitar dafios ecoiSgicos Irreversibies.

CRECIMIENTO O INHIBICION POR AMINOACIDOS

Las bacterias heter6trofas obtienen sus nutrientss principaimente de ia materia orgdnica ,
sin embargo pueden tener otra fuents de nuﬁﬁnhs como o5 ol caso da los aminodcidos, que
fepresenta une fuente de nitrégeno, energla & Incluso de carbén. Estos se encuentran on ol
mar, como proteinas, péplidos ¢ disuelios en forma libre {Cempbed, 1977; Caducel ef af,
1885). Los.umlnoeddos se sncuentren entrs ios factores de crecimiento necesarios para ol
desarolico de microosganismos heterdtrofos, ya sea para obtencién de energia o para
incorporacidn y formacion de maeterial celular (Alexander, 1971). En ol presents estudio se hzo
un ensayo de utiizacion de sminodcidos o Inhibleién del crecimiento por estos; se probaron 10
aminocidos con 62 cepes bacteranas, Observandose que ol 100 % d9 bacterlas crecieron en
jos 10 aminodcidos probados, esto Indica que estos o inhiben su crecimiento (Tabla 4).

A De acuerdo con o indice Medio do Utizacion (IMU) que fué de 100 % y o de
Capacidad Catabolica (CC) que di6 1, ésta poblacién bacteriana muestra une empla capecidad
~ de utiizer los aminodcidos empleados, sin ninguna preferencla. Ceducel (1884, 1885) reporte
que Arglnina, Aspaeraging, Glutdmico, Leucing, Treonina y Valina 36 encuentran disusitos en el
medic masino.

Estos vaiores de IMU y CC nos permiten conclulr que la pobiacién bactsriana tiene un
amplo rango de capacidad para la utiizacisn de los aminoécidos empleadios; por lo tanto en o
medio marino tenen una ventaja metabolica que les permite toner una variedad de fuentes de
simento,
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VI CONCLUSIONES

- La pobiacién bacterlana en el drea muestreada, se encuentra concentrada en la regidn de la
desembocadura del sistema lagunar,

- La densidad bactetiana (UFC/mi) no tuvo una correlacidn significativa con los pardémetros
fisicoquimicos y nutriclonales tales como oxigeno disuefto, pH, salnidad, nititos, nitratos,
amonlo y fésforo,

- La ausencla de bacterias hidrocarbonoclésticas, permite determinar que ei drea de estudio os
un@a zona gue no se encuentra afectada por hidrocarburos, ademads el Golfo de Tehuantepec
o8 uUn drea sin expiotacién petroleta por 0 gue no hay un aporte constante y suficiente de
petrdleo pare estimuler & desaitollo de tal capecided metabdiica; con base en la susencia de
bacterias hidrocarbonocidsticas y en la escala de Impeacto por hidrocarburos eleborada por
Lizdiraga ef al. (1983), el drea queda claslficada como no afectada por hidrocaiburos.

-Losunhodddosmpludosp.mdmdmbnﬁodélaeepesmm, no tienen

ninguna Influencla inhibitarla sobre éstas y de acuerdo a los valores de IMU y CC, dichas
bacterias tlenen una gran capacida«d de metasbolizarios $in ninguna preferencia,
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APENDICE

MEDIO MINERAL CONCENTRADO
{LYMAN Y FLEMING, 1840)

Cancentracién en gramos por 20 Kros da agua destiada,

1.-Floruro de sodio 0.15
2.-Cloruro de estroncio hexahidretado 1.2
3.-Acido bérico 1.3
4.-Fosfato monobdsico de potasio 45
5.-Bromuro de potasio 4.8
6.-Bicarbonato de sodio 9.6
7.-Cloruro de potasio 33
8.-Nitralo do amonio 36
9.-Cloruro de caiclo dihidratado 30
10.-Cloruro de magnesio hexehidratado 248
11.-Clofuro de sodio 1175
12,-Sulato de sodlo anhidro 185

8) Disolver cada compuesto en la minima cantidad de agua, pot separado.

b) Ir agregando poco & poco en orden cada reactivo al resio del agua destiada, y mover para
ovital que presipiten.

MEDIO MINERAL DILUIDO PARA BACTERIAS HIDROCARBONOCLASTICAS

Medio mineral concentrado 200 mi
Ague destieda 800 m!
Cloruro fémico el 1.2 % iml

Amortiguador Tris HCl 1M 10mi
Petrdieo ciudo 50 1 (0.05m)

1.-Mezclar ol medio mineral, ol agua y ol cloruro férrico , ajustarel pH a 7.5,

2.-Agregar ol amortiguadot v et petrdlec, )

3.-Estoriize: en autocleve a 110 ° C por 30 minutos y 10 kbras de presién.
MEDIO ZOBELL

Concentracion por Mro



Agua do mar afiejada 750 ml

Agua destiada 250 mi
Levadura 1gr
Poptona 5¢gr
Ager bacteriolégico 159r
Cloruro férrico o 1.2 % 1ml

1.- Se megcian agitando uno por uno tados fos compenentes, hasta disolver, mencs ol agar. = -

2-SeojustaeipHals
3.- S¢ agrega o agar, calentar un poco y agitar para disoiverio,
4.- Estoriizer on autociave a 15 bbras 6 121 © C por 15-20 minutos.

CALDO ZOBELL

Se prepara como of medio Zobell, pero sin agregar ol agar.

MEDIO BASE
Medio minerel 200 m!
Agua destiada 800 mi
Cloturo férico al 1.2 % im
Amortiguador Tris HCI 10ml
Agsr bacteriolgico 1500

1.- Mazoler medio mineral, agua destiade y CiFe

2.- Aluster elpH 8 7.5-7.6

3.- Agreges of amortiguador

.- Finsimente adiclonar o ager

5.- Esteritzar @ 121 °C 6 15 Sores durente 20 minutos

MEDIO BASE CON AMINOACIDOS

AM1N6ACIDO 1gr/itro MODO DE ESTERILIZACION
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ARGININA FILTRACION

ASPARAGINA AUTOCLAVE
CISTEINA AUTOCLAVE
GLUTAMATO FILTRACION
LEUCINA AUTOCLAVE
LISINA FILTRACION
METIONINA AUTOCLAVE
ORNITINA FILTRACION
TREONINA FILTRACION
VALINA AUTOCLAVE

1.- Se disuetve cada aminodcido en la minima cantidad de agua destiada
2-AustarelpHa75
3.- Se agrege ol aminodcido disuelto al medio base y se esteriiza todo junto o se adiclona ol
;l;\lar::eldo despuéds de esteriizado & medio cuando se trate de aquellos que se esterifzan por
n
AMORTIGUADOR TRIS HCL
{TRIS HIDROXIMETIL AMINO METANO)
Para 1 #ro de amortiguador 1 M

Trs 121,14 gr aforado a 1 iro
HCI 1N El necesario para ajustar @ un pH=7.5

1. Ir agreganda e HCl ol Tris hasts sjuster ol pH=7.5

TINCION DE GRAM

1.- Hacer una preparacién, procurendo no concentrariay fjera con calor
2.- Tediir con Cristal Violeta por 1 minuto

3- Laver con agua coftiente

4.- Poner LuUgoi 1 minuto

5.- Lavar con agua corriente

6.- Dacolorar con alcohol pof 30 segundos

T.- Lavar con agua corrente
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8.- Poner Safranina 30 segundos,
9.- lavar con agua corlente, dejar secar y observar a Imersion.



ESTAC UNDI  ANCI
ION DAD A A

(@) LA

COos-
TA
(ran)

1 10 15

4 10 1.5

4 200 -

9 10 16

13 10 2
13 75 .
16 10 14
17 10 13
20 10 2
20 75 "

c 21 3 -2
24 10 19
24 150 -
25 10 20
25 200 "
27 10 s
28 20 25
29 10 113
29 3 "
30 10 20.5
30 75 .
40 10 145
41 10
42 10 15

42 10 125
12 10 3s.

POR
(D)

oX1G
ENO
DIsU

203.88

204.54
12802
18634
203.24
218.06

DATOS POR ESTACION MUESTREADA

No2

0.071

0.071
0071
0.071
0071
0,071
0071

NO3 NH3 PO4

(uM)

45,167
12.797
21078
9.033

21.078
12.045
4517

(1)

0.032
0.046
0.032
0.032
0.032
0.032
0.032
0363
0.032
2473
0.032
1.107
0032
0.032

0,032
032
032
0.032
0.32
0.32
0,032
0032
0032
©.032
0032
0.032
¢.032

BALI
NIDA

33.965
34015
34956
34336
37.101
34633
34.032
34931
34.346
34.8135
34.050

34829

34117
33974

34447
33.082
34174
34.464

34.407
35.576
34.13%
34.154

34119
33753

Ph
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