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ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD BACTERIANA EN EL PUERTO DE MAHON

por Tomeu Paveras CiFre bidlogo®

INTRODUCCION.

Se ha efectuado este trabajo en colaboracién con el Laboratorio Oceano-
grafico de Baleares. Dicho estudio estd encaminado a investigar las causas que
producen la eutrofizacién de aquellas aguas. También se estudié la contami-
nacién de desagiies urbanos y los efectos producidos en aquel ecosistema. Los
datos fueron obtenidos en la campafia oceanografica Mahén II, con el barco
oceanografico Jafuda Cresques en Abril de 1975. Centramos el estudio bacte-
riolégico en la actividad bacteriana. Comparamos los: resultados obtenidos con
alguno de los pardmetros fisicos y bioldgicos con los que pueda estar relacio-
nada dicha actividad.

LA ACTIVIDAD BACTERIANA.

Todavia no se ha cuantificado muy bien la funcién que desempefia la
fisiologia bacteriana en relacién a la ecologia del mar. Ello es debido a varias
causas, en primer lugar es sabido la gran versatibilidad fisiolégica de los mi-
croorganismos, ante nuevas condiciones ecoldgicas. Poseen una variedad de
procesos metabdlicos de los que pueden obtener materia y energia, ello hace
imposible establecer una correlacién entre sustrato y actividad bacteriana. Las
fluctuaciones de poblacién son mas acentuadas que en el fitoplancton, debido
a su corto periodo de reproduccién. La sucesién ecolégica de las poblaciones
bacterianas en el mar es un aspecto muy poco conocido. Esta regida a veces
-por oligoelementos o por sustratos no muy bien conocidos. Lo mas correcto
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parece ser, el optar por analizar la actividad total de la poblacién respecto a
los pardmetros que més nos interesan. En el caso del estudio de la producti-
vidad marina, serd interesante determinar la cantidad de materia orginica de-
gradada (heterotrofismo) y la sintesis de materia orginica bacteriana a partir
de elementos y sustancias minerales (autotrofismo).

Si repasamos el ciclo biolégico de los océanos, vemos que en la base de
la pirdmide alimenticia se encuentran los vegetales que realizan la sintesis de
moléculas organicas a partir de compuestos minerales simples, obteniendo la
energia de la fotosintesis. Los siguientes eslabones s6lo aprovechan un 10% en
incrementar su materia organica disipAndose el resto en forma de energia. Todos
los seres vivientes tanto animales como vegetales eliminan al medio ambiente
diversos productos de su metabolismo: secreciones, excrementos, que raramen-
te se encuentran bajo una forma mineral sencilla, frecuentemente en forma de
moléculas orgénicas mas o menos complejas. Finalmente al término de su exis-
tencia, sus propios cadaveres se afiaden a las sustancias que han expulsado du-
rante su vida. Una parte de esta materia organica se sedimenta en las grandes
profundidades, una pequefia porcién queda inalterable (sustancias de natura-
leza huimica). Una tercera parte es mineralizada antes de llegar al fondo, pu-
diéndose asi formar nitratos, fosfatos, etc., que pueden ser puestos de nuevo
a disposicién de las algas marinas. La mayoria de las bacterias actuan a ex-
pensas de este material degradable (bacterias heterétrofas). Esta degradacién
que tiene por resultado las sintesis de materia orginica bacteriana, tiene un
rendimiento muy superior al anteriormente aludido. Se considera, en gene-
ral, que la parte de materia orginica muerta que se transforma en protoplas-
ma bacteriano oscila entre el 30% y 40% mientras que el resto se utiliza en
la produccién de energia y sustancias catabélicas. Esto produce un enrique-
cimiento de sustancias minerales a partir de materia orgénica, quedando a
disposicién de las algas o de las bacterias quimiosintéticas (autotrofismo).

PARAMETROS ESTUDIADOS.

Los pardmetros estudiados son los siguientes: actividad heterotréfica, ac-
tividad autotréfica (oxidacién de hierro, oxidacién de azufre, reduccién de
sulfatos y nitrificacién). Contaminacién fecal (Escherichia coli, Streptococcus
faecalis, coliformes, nimero total de gérmenes). Dichos datos se compararon
con otros que se obtuvieron en la misma campafia: clorofila, oxigeno disuelto,
tripton, en los que colaboraron M. Duran, J. Jansd y M. Dey4.
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ToMA DE MUESTRAS.

Las estaciones en que se tomaron muestras se sitian en el grafico ntmero
1. En general sélo se tomaron a un solo nivel, aproximadamente en la zona de
compensacién, debido a.la poca profundidad de la zona y a las limitaciones
técnicas en algunos puntos se tomaron muestras a distintos niveles para obser-
var la variacién de actividad con la profundidad. La toma de muestras no se
realiz6 en condiciones estériles (botella Niskin de 5 litros) ya que no era ne-
cesario debido a que la pequefia cantidad de liquido arrastrado de una esta-
cién a otra no influia en los resultados. En cada estacién se tomaron siete
muestras de 125 ml. cada una para la determinacién de la actividad bacteriana.
Las botellas eran estériles, pintadas de negro y recubiertas de cinta opaca
actividad de filoplancton y enmascarar el proceso de actividad bacteriana.
Unas muestras se incubaron, previo filtraje por malla de 20 micras y otras
sin filtrarlas, de esta manera se comprobé la importancia de esta opera-
cién sobre la actividad de la muestra. Para la determinacién de la conta-
minacién fecal se utilizé agua de las mismas botellas Niskin. No fue ne-
cesario extremar las precauciones en la realizacién de la técnica debido a que
se emplearon medios de cultivo selectivo y ademas era muy improbable que
algan gérmen fecal procedente del exterior fuera a parar al medio de cultivo.

ACTIVIDAD HETEROTROFICA.

La botella destinada a medir la actividad heterotrdfica se incub6é con una
cantidad de glucosa *C que equivale a 1 mgr C/m®. La actividad heterotro-
fica sera proporcional a la cantidad de glucosa degradada. La actividad pro-
pia de esta glucosa era de 04 micro Ci/ml— 889.159 c.p.m. La técnica em-
pleada se basa en la descrita por Parson y Strickland 1961 algo modificada.
Esta cantidad de sustrato es tal que no influye en la tasa energética del siste-
ma, ya que la glucosa existente en el agua de mar estd siempre comprendi-
da entre 1 y 10 mgr/m® (Andrews y Williams 1971). A concentraciones infe-
riores a 60 mgr/m® la utilizacién del sustrato es debida casi exclusivamente
a las bacterias; mientras que a concentraciones de sustrato comprendidas en-
tre 0,5 y 2 gr/m?® la variacién de la concentracién es debida a difusién en las
algas (Hobbie J. E. 1968). Los resultados obtenidos en cada estacién estin
sefialados en la tabla nimero 1 y representados en el grafico n.° 2
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CALCULO DE LA ACTIVIDAD AUTOTROFICA.

Las botellas destinadas a medir dicha actividad fueron seis por cada mues-
tra de agua, y cada una contenia 125 ml. La correspondiente a la quimiosinte-
sis natural se afiadia tan sélo 1 micro Ci de C en forma de #CO;HNa. A las
restantes se las afiadia ademés 0,4 mgr. de SO,Fe/100 ml., destinada a medir
la oxidacién del hierro. La destinada a medir la reduccién de sulfatos 0,4 mgr.
SO:Mg/100ml. La destinada a medir la oxidacién de azufre 20 mgr. de Na,S;0;
/100ml. Para medir la nitrificacién se afiadieron 62 mgr. SO, (NHy)s/100 ml
Otra botella sirvié de “blanco” afiadiendo cloroformo 0,2 ml/100ml. con el fin
de inhibir toda actividad bacteriana. Segin describen otros autores es conve-
niente filtrar las muestras por malla de 20 micras antes de ser incubadas. En
este trabajo hemos incubado muestras con y sin filtracién previa, observando
el efecto que produce la eliminacién de algas y fléculos de materia orgénica.

Tiempo de incubacion. El tiempo de incubacién debe ser lo mas amplio
posible de forma que obtengamos la maxima actividad del producto acumu-
lado en las células. Pero debe ser inferior al periodo de reciclaje del producto
o de un aumento de poblacién ya que en ambos casos podiamos obtener con-
clusiones erréneas. Castelvi (1975) calcula aproximadamente tres horas para la
incubacién heterotréfica y 15 horas para la autotréfica.

Temperatura de incubacion. Tiene que ser la misma que habia a la pro-
fundidad en que fueron sacadas las muestras. Esto puede presentar algunos
inconvenientes practicos, en nuestro caso, lo solucionamos depositando las
muestras en un recipiente que estaba recibiendo continuamente durante la
incubaci6én, agua bombeada desde la profundidad a que fueron extraidas

Cdlculo de la actividad. Una vez terminado el periodo de incubacién se
pasaron las muestras por filtros de membrana de 0,45 micras y se lavaron
estos con agua de mar filtrada y acidulada con 1 %s de CIH. Se depositaron los
filtros en viales conteniendo silicagel, para su posterior lectura. La determi-
nacién de radioactividad incorporada se hizo con un contador de centelleo
liquido Intertecnique, cuya eficiencia era del 95 %. El liquido de centelleo em-
pleado fue el formado por tolueno, dimetil POPOP y PPO. Los resultados se
expresan en micro gC/m?/dia, no siendo este el valor real del heterotrofismo,
sino el relativo a la cantidad de glucosa degradada respecto a la cantidad
afiadida. Tiene un valor de indice que nos sirve para comparar la actividad
en distintas zonas. Los datos obtenidos se sefialan en la tabla n.° 1 y se repre-
sentan en el grafico n.° 3.
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INDICE DE CONTAMINACION FECAL.

Se abandoné la técnica del nimero mas probable (NMP) por falta de pre-
cision, laboriosidad y poca capacidad de volumen de muestra para analizar. Se
adopt6 la técnica del cultivo sobre filtros de membrana en medios y tempera-
tura selectiva. Se emplearon técnicas descritas en el Standard methods for the
examination of water and wasterrafer 13° ed. 1971 y los datos de E. Geldrich
1966 introduciendo temperaturas selectivas para el aislamiento de coliformes.
Se determiné la concentraciéon de E. coli empleando el caldo m-FC (difco)
incubando 24h a 45° C. La enumeracién de Streptococos fecales se realiz6 em-
pleando el medio m-enterococus-agar a 24 h a 37° C. Se calcul6 también el
namero de coliformes totales y el ndmero de bacterias aerobias.

Los datos obtenidos se agruparon en forma de indice (Payeras B. Bol.
Inst. Esp. Oceanografia. N. 203 y Bol. Soc. Hist. Nat. Palma de Mallorca n.°
19) de esta forma fue posible obtener un pardmetro de contaminacién compa-
rable con las demdas variables fisicas y biolégicas. Los resultados constan en la
tabla n.° 1 y se representan en el grafico n.° 5.

ResuLTADOS.

Se expresan en la tabla n° 1 en la que se sefialan los datos obtenidos en
cada estacién y a la profundidad a que fueron tomadas las muestras. Se toma-
ron datos en el exterior del puerto para compararlos con los de la zona inte-
rior contaminada. La actividad bacteriana se expresa en mgr/c/m3/dia. La con-
taminacién fecal en forma de indice. La cantidad de tripton se obtuvo por el
sistema de recuento éptico * MC de Millipore. Se utilizé un espectrofotémetro
Perkin-Elmer para la determinacién de clorofila aplicando calculos de la SCOR-
UNESCO (1966) (por J. JansA). Gréafico 8. El oxigeno disuelto se midié por el
método Winkler (M. DEvA).

INTERPRETACION Y DISCUSION DE RESULTADOS,

Hay que resaltar en primer lugar la enorme eficacia y sencillez que re-
presenta el empleo de técnicas radioisotépicas para investigar la actividad bac-
teriana en el mar. Consideramos que es el sistema més adecuado para inves-
tigar el flujo de energia que circula a nivel bacteriano antes de ser recicla-
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do por las algas. Para ello hemos de prescindir de la taxonomia y recuentos
clasicos trabajando con los rendimientos fisiolégicos de los distintos grupos bac-
terianos.

El empleo de filtros de membrana con medios y temperaturas selectivos es

varios

cientos de veces mas preciso y rapido que el antiguo sistema de recuen-

tos del N.M.P. Esta nueva técnica permite al mismo tiempo el recuento y la
identificacién.



176 TOMEU PAYERAS CIFRE

La actividad heterotréfica bacteriana es mucho mayor dentro del sistema
contaminado que en el exterior, ofreciendo una buena correlacién directa con
el LCF. y con la cantidad de tripton (ver grafico N.c 4).

Si hay una polucién o explotacién del sistema natural, aumenta la activi-
dad bacteriana y la relacién biomasa bacteriana a biomasa no bacteriana. El
sistema se simplifica y hay poca diversidad, con unos mecanismos de rapida
renovacién y un ciclo de nutrientes con una participacién importante de su for-
ma inorgdnica. Esto es lo que se observa en el interior del puerto de Mahon.
Hay una gran actividad bacteriana comparada con la del exterior, el ecosiste-
ma estd muy simplificado. El ciclo de la materia orginica transcurre en su
mayor parte por tres niveles solamente bacterias —algas— zooplanton, ya que
existen pocos seres capaces de resistir la contaminacién y aprovecharse del zoo-
planton.

Laz zonas de méxima actividad heterotréfica coinciden con las zonas
més polucionadas, concretamente a la altura de la ciudad de Mahén y de Villa-
carlos se encuentran los maximos. En estas zonas se encuentran los vertederos
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de aguas residuales. Cabe pensar que este aumento sea debido en parte a las
bacterias de origen fecal y en parte a la materia orginica ahadida al sistema
facilitando asi la proliferacién de las bacterias heterotréficas marinas.

Las técnicas descritas para la determinacién de la actividad bacteriana
recomiendan un filtrado de la muestra por una malla de 20 micras para evitar
la asimilacién del carbono por las algas. Comprobamos el efecto de este fil-
trado sobre la actividad de la muestra. Las muestras sin filtrar presentaban una
mayor actividad hacia el interior del puerto (grafico n.° 2). Este fenémeno
es muy raro teniendo en cuenta que la luz no penetraba en la botella duran-
te la incubacién. De qué manera asimilaban estas muestras mas carbono que
las filtradas deberd aclararse en posteriores trabajos. Es posible que las bacte-
rias estén asociadas en parte a cadaveres de algas o fléculos de materia orga-
nica superiores a 20 micras de didmetro.

En profundidad aumenta la quimiosintesis y el heterotrofismo (excepto en
exterior), mientras que disminuyen o se mantienen constantes las demas activi-
dades.

En profundidad la actividad bacteriana difiere sensiblemente de la del
exterior del puerto. Grafico 9 y 10. Lad actividades son superiores en el interior
del puerto. El heterotrofismo aumenta hasta llegar al fondo, mientras que en
el exterior desciende al acercarse al fondo. Seguramente en el interior la can-
tidad de tripton en sedimentacién es tal que no puede ser degradada antes de
llegar al fondo. Parece ser que la sedimentacién es acusada. La quimiosintesis
aumenta en profundidad tanto en el puerto como fuera de el. Las demas acti-
vidades autotréficas del interior sufren un aumento en profundidad para des-
pués mantenerse constantes. En el exterior decrece sensiblemente antes de lle-
gar al fondo.

La fotosintesis aumenta hacia el interior lo que provoca una mayor can-
tidad de oxigeno a disposicién de la respiracién bacteriana (grafico n.° 7) que
junto con la mayor cantidad de tripton provocan una mayor actividad mine-
ralizadora. Si pensamos que esto ocurre a finales de abril cabe interpretar
que estos nutrientes son los que permiten el enorme crecimiento de algas que
se registra en verano. Las aguas se tifien de verde debido a la enorme prolife-
racién de fitoplanton. Seguramente son otras las causas que influyan en de-
sencadenar este fenémeno como pueden ser oligoelementos (quizis los relacio-
nados con la industria de bisuteria). Observando el grafico n.® 7 el contenido de
oxigeno disuelto crece también hacia el interior lo que hace pensar que a pe-
sar del consumo por las bacterias y la respiraciéon celular, el balance es fa-

12



178 TOMEU PAYERAS CIFRE

200 300 400 0 3

o 40 50
FIN ° /ajr(/fmy‘ﬁq‘ | 25m /ﬂjr(//myc/zh,
Interior Est. 2=F

Exterior
LY.
»35-1'7‘&

L2lm

Geafo 120 otason e roforctidad o \o ackividad
\V\ﬁ‘\U\/OYW’f((ﬂ PN BTN AV a 2y todor Al Kuw\to & Mahon.

vorable a la produccién de oxigeno. Teniendo en cuenta que las muestras fue-
ron tomadas a la profundidad de compensacién hace pensar en una gran pro-
duccién primaria unida quizds a una fuerte sedimentacion.

CONCLUSION:

En el puerto de Mahén el aporte de materia fecal condiciona la estruc-
tura del ecosistema acelerando y acortando el ciclo de la materia orgénica. El
escaso intercambio de agua con el exterior hace méas acusado este fendmeno.
El empleo de técnicas radioisotopicas para la investigacién de la actividad
bacteriana demuestran ser de una gran sencillez y eficacia. Lo mismo ocwre
con el empleo de filtros de membrana sobre medios selectivos para la determi-
nacién de la contaminacién fecal.

Los desagiies urbanos aportan gran cantidad de materia organica y gér-
menes. El I.C.F, tripton y heterotrofismo son muy elevados en estas zonas y
descienden al alejarnos. Es el ICF el que presenta un mayor gradiente lo que
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puede ser debido a las leyes de difusién y al poder depurador del agua de
mar. El heterotrofismo es muy elevado, lo que provoca a finales de prima-
vera una gran cantidad de nutrientes a disposicién de las algas, propiciando
asi una explosién de fitoplancton durante el verano.

Fue una feliz idea el que se realizaran estos trabajos antes de que se pro-
cediera a la colocaciéon de un emisario submarino que enviara las aguas resi-
duales fuera del puerto. Esto plantea una excelente ocasién para estudiar de
nuevo la zona, observar la evolucién del ecosistema hacia una mayor com-
plejidad y poder demostrar mas claramente los efectos que producer. las aguas
contaminadas al incidir en el ecosistema marino.

BIBLIOGRAFIA

CASTELLVI, J., BALLESTER, A., 1973. — Expl. Sci. Mer. Med. 22: 33-34.
Hoeslg, J. C., 1973. — Bull. Ecol. Res. Comm. (Stockholm) 17: 207-214,
IBP-UNEsco, Simposium. Pallanza, Italy, may 23-27, 1972.

Parsons, T. R. & STRICKLAND, Deep. Sea. Res. 8, 211-222,

PavERas, B., 1975. — Bol. Ins. Esp. Ocean. n.° 203.

BoroxiIN, 1969.—IBP Handbook, London 12: 128-150.

CasTeLLVI, J., Invest. Pesq. 1975. Vol. 39: 119-144.





