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1. RESUMEN

La industria petrolera es una importante fuente de contaminacién en zonas
ocednicas y costeras. En el Golfo de México se concentra alrededor del 80 % de la
actividad extractiva del petréleo y un 90 % de las instalaciones para su proceso. El
impacto ecolégico causado por derrames y fugas en los procesos de extraccion,
transporte y procesamiento del petroleo ha impulsado la busqueda de nuevas
tecnologfas para la restauracion de medios afectados. En el érea de Minatitlan,
Veracruz, se observé actividad de microorganismos hidrocarbonoclésticos presentes
en sedimento y agua de la laguna de Santa Alcjandrina. En dicho lugar se colectaron
muestras, de las cuales se realizd el aislamiento y determinacion de las cianobacterias:
Pseudanabaena acicularis (filamentosa), Synechococcus elongatus y Chroococcus
dispersus var minor (unicelulares), por ser el grupo de mayor abundancia. Dichas
especies fueron sometidas a un periodo de cultivo por 30 dias en cuatro diferentes
medios de cultivo (Bg 11, Cg 10, F/2 y MN), determinando las curvas ptimas de
crecimiento. Se selecciond el medio Bg 11 y se procedi6 a evaluar la capacidad de
degradacién de las cianobacterias sobre m- y p-xileno, tolueno y naftaleno. Se observd
que P. acicularis y C. dispersus pueden degradar tolueno, m- y pxileno a una
concentracion de 10 pi/200 ml, sin afectar el crecimiento o la fotosintesis; mientras
que el naftaleno (2 mg/200 mi) resulta ser inhibitorio pasa las especies unicelulares y
causa despigmentacion en P. acicularis. La presencia de los hidrocarburos en ¢l medio
de cultivo, después de 25 dias de incubacién, se realizd pot cromatografia de gases.
[l crecimiento de cianobacterias en la laguna Santa Alejandrina, marca el inicio de la
biorestauracién del cuerpo de agua por via natural, Dichas especies gjercen dos
funciones dentro del sistema, aportan oxigeno por via fqtosintética para la
transformacion de complejas mezclas de hidrocarburos y participan en la degradacién
de algunos derivados; colaborando a una biodegradacion més eficiente, en menor
tiempo y de manera natural,



II. INTRODUCCION

La industria petrolera es una de las principales vias de desarrollo para el pas,
sin embargo, también es una importante fuente de contaminacién en zonas oceanicas y
costeras (Mesta e al, 1993). Los grandes impactos ecoldgicos derivados de los
derrames y fugas en los procesos de extraccién, transporte y procesamiento del crudo
son unas de las razones por las cuales se ha impulsado la busqueda de nuevas
tecnologias para la restauracion de los medios afectados (Botello ef af, 1995).

En ¢l Golfo de México se concentra alrededor del 80 % de la actividad
extractiva del petréleo y un 90 % de las instalaciones para su proceso (PEMEX,
1988). Ello, implica que los diversos cuerpos de agua presentes en la zona sean
vulnerables a la contaminacién por hidrocarburos.

Las zonas costeras suelen ser, la mayoria de las veces, las mas contaminadas
por el establecimiento de poblaciones humanas y petroquimicas que realizan
descargas constantes a las costas, provocando que el sedimento de estos lugates
almacene mayor cantidad de hidrocarburos (Traxler y Cundell, 1976; Floodgate,
1982).

En la Sonda de Campeche, en el perfodo de 1971 a 1975 el 85 % de los
derrames ocurrieron por incidentes de barcos petroleres (Danenberger, 1976). Este
porcentaje puede considerarse nulo, pero no menos importante, si es comparado con
fos derrames de afios siguientes: Ixtoc en 1979, Abkatum en 1986, Yun en 1987 y Och
en 1988 (Pfaender y Bucklley, 1982; Lizéraga- Partida ef al, 1987; Yaitez, 1994).

Cuando el petrdleo se encuentra en contacto dirccto con ¢l agua forma una
pequefia pelicula sobre la superficie que liega a medir 0.1 um (Leahy y Colwell,
1990), a esta delgada capa le ocurren cambios por factores fisicos, quimicos y
biol6gicos (Fleodgate, 1995).

Los principales factores fisicos son: la evaporacién, remueve cerca de un 50 %
de los hidrocarburos (Fingas, et al 1951), enire ellos €l querosens y la gasolina,
quedando solo crudos viscosos que se evaporan en Un 25 % (Prince, 1990); la
fotooxidacién, convierte los hidrocarburos en hidroxiperéxidos y estos a su vez son
trasformados a alcoholes, dcidos y otros compuestos oxigenados (Bobra y Tennyson,
1989).

La accién conjunta de estos factores degrada la capa de petréleo de 20 a 60 %
en menos de 24 hrs (Regnier y Scott, 1975). Los hidrocarbwros restantes son
compucstos de alto peso molecular que se almacenan en el sedimento donde son
degradados por microorganismos (Floodgate, 1995).
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La biodegradacion, es la via natural por la cual algunos microorganismos
liberan 2 la atmosfera de componentes aromdticos {Floodgate, 1995) v consiste en ¢l
rompimicnte de los mismos a compuestos de menor peso molecular (Shwartz y
Leathen, 1976). Est4 comienza cuando se han evaporado componentes venenosos del
petréleo (Colwell y Walker, 1977; Hill, 1982), pero atin as{ puede ser inhibida por
factores come temperatura, disponibilidad de nutrimentos (fosforo y nitrégeno), alta
demanda de oxigeno, concentracion de los hidrocarburos, salinidad, presion, pH
(Floodgate, 1982 y 1995; Leahy y Colwell, 1990).

Los microorganismos degradadores necesitan altas cantidades de oxigeno para
romper las cadenas y anillos que forman el petréleo, es por eso que la biodegradacion
se considera un proceso aerobio (Pfaender y Bucklley, 1982; Leahy y Colwell, 1990;
Prince, 1990; Atlas, 1991; Fingas ef af, 1991), aunqgue la via anaerobia no estd
descartada (Neilson, 1994).

Las oxigenasas son enzimas, que permiten a los microorganismos realizar la
oxidacién de los hidrocarburos (Schwartz y Leathen, 1976). Estas se clasifican en:
monooxigenasas, incorporan un dlomo de oxigeno del substrato y otre dtomo
reducido del agua, para oxidar substratos parafinicos; diooxigenasas, catalizan la
incorporacion de ambos Atomos de oxigeno dentro del substrato y permiten la
oxidacién de compuestos aromaticos (11ill, 1982; Pfaender y Bucklley, 1982; Leahy ¥
Colwell, 1990; Atlas, 1991; Wilson y Jones, 1993).

Las bacterias, cianobacterias, levaduras, hongos filamentosos, protozoatios y
algas agrupan la mayoria de los géneros degradadores de petréleo, un listado de los
mismos s¢ observan en el Cuadro 1 (Parkinson, 1973; Schwartz y Leathen, 1976;
Cerniglia ef al, 1980 (a); Floodgate, 1982; Girard, 1988; Wilson y Jones, 1993; Al
Hasan et al, 1994).

De forma individual el metabolismo que realiza un sélo género es muy
limilado, debido a la complejidad quimica del petréleo (Atlas, 1991), entonces la
biodegradacion requiere de fa participacion de varios microorganismos, para degradar
grandes complejos arométicos (Sorkhoh et al, 1995).

A medida que la contaminacion se hace cronica, la busqueda de organismos
resistentes y con altos porcentajes de degradacion, es mds necesaria (Floodgate, 1995).
Esta accién tiene como objctivo, lograr la biorestauracitn de zonas contaminadas por
petrdleo u otros derivados, en menor tiempo y de manera natural,



ITI. ANTECEDENTES

1I1.1 Caracteristicas de las cianobacterias
IiL 1.1. Descripecion morfolégica del grupo

Las clanobacterias son cosmopolitas, se observan en hbitats aéreos, terresires
y acuaticos (Fogg, 1978 b); adheridas a rocas, objetos inanimados, plantas (Beld, y
Winne, 1989), Forman parte del fitoplanctdn junto con una gran diversidad de
microorganismos (Edward, 1989); pero son consideras como primeras pobladoras
(Kumar y Singh, 1979). Son microorganismos anaercbios facultativos fototroficos,
caracteristica que les permite crecer sobre aguas limpias o contaminadas (BEdward,
1989), formando extensos mantos (Pentecost, 1984; Lopez, 1990; Stal, 1991), sobre
lodos, arenas, marismas y pantanos (Fogg, 1978 a).

Son unicelulares y filamentosas (Kumar y Singh, 1979). Las células de las
especies  unicelulares  som  esféricas  (ef.  Chroococcus) o cilindricas
(¢j. Synechococcus), libres o encerradas dentro de un mucilago formando colonias
come en el género Gloeocapsa. Los filamentos o tricomas se clasifican en simples
(¢j. Oscillatoria), ramificados (ej. Westiella) y no ramificados {gj. Rivalaria), segin
Fogg, 1978 b; una verdadera ramificacion, es la continuacion célular del filamento.
Las falsas ramificaciones son rompimientos del tricoma original (Edward, 1989).

El tamafio es importante para la identificacién, varia segln la forma, el
didmetro va de 1- 20 p y lalongitud de 1 p hasta 1 mm ( Fogg, 1978 a}.

El color caracieristico os el verdeazul, aungue también pueden adquirir
tonalidades negras, pirpura, rojas; debido a la presencia de varios pigmentos (Fogg,
1978; Van Baalen, 1978; Bold y Winne, 1989): la clorofila a, pigmento més
abundante y de estructura similar a la de las plantas vasculares (Edward, 1989);
B-caroteno y xantofilas, pigmentos amarillos; biliproteinas como las ficobilinas,
pigmentes azules ¥ las cromoyproteinas, pigmentos rojos {Smith, 1966). Los pigmentos
se encuentran agrupados dentro de pequefias invaginaciones de membranas
denominadas ficobilisomas (Fogg, 1978 a). Las cianobacterias, realizan fotosintesis
del tipe C3 como las plantas vasculares (Edward, 1989).

Otra caracteristica relacionada con las cantidades de pigroentos es la
adaptacion cromaética, presentc en algunas especies del género Oscillatoria (Smith,
1966); por ejemplo, asumen una coloracion verde bajo luz roja, un color rojizo bajo
luz verde y un color verdeazul bajo luz amarilla (Kumar y Singh, 1979). Cabe
mencionar que la fotoquinesis y orientacién fototdctica (Hader, 1987) de estos
autdtrofos, forma parle de los métodos de aislamiento (Allen, 1973).
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El movimiento se realiza sobre substrato solido y himedo (Waterbury ef al,
1985; Bold y Winne, 1989), ocurre por la continua secrecidn de mucilago, de los
poros de la pared celular (Lameont, 1969), o por microfibrillas ubicadas dentro de la
vaina (Hader, 1987).

La vaina es una estructura que se localiza por fuera de la pared celular, es
hemogénea, fibrilar, variable en grosor y tiene la funcién de proteger a la célula de la
pérdida de agua (Edward, 1989). La vaina, puede ser hialina o de colores (café, azul,
rojo ¢ amarille), el color depende de las condiciones ambientales en donde se
desarrolle la cianobacteria (Fogg, 1978 b).

Seguida de la vaina se encuentra la pared celular, estratificada en capas: una
capa externa, una capa media densa de electrones y una capa interna de
mucopolimeres también electrodensa (Fogg, 1978 b; Kumar y Singh, 1979). Las
ciancbacterias son Gram negativas por poseer una capa dentro de la pared celular,
similar a la membrana externa de las bacterias Gram negativas (Van Baalen, 1978;
Kumar y Singh, 1979; Edward, 1989).

Dentro de la célula el ADN, es fibrilar y se encuenira disperso; la mayor
cantidad se localiza en la regitn central, se le conoce como cromatoplasma (Fogg,
1978 b) v en tamafio es similar a} de las bacterias (Edward, 1989). El ARN contiene
ribosomas 70 S también semejantes a fos ribosomas bacterianos (Fogg, 1978 a;
Kumar y Singh, 1979).

A lo largo del tricoma se localizan una serie de células especializadas llamadas
heterocistos, estos cuentan con una enzima fijadora de nitrdgeno, la nitrogenasa,
sensible al oxigeno (Fogg, 1978 b; Robin, v Whittick, 1987). Los hetetocistos se
localizan en posicién intercalar o terminal (Fogg, 1978 b) y el niimeio esta regulado
por la concentracién de molibdeno y nitrogeno en el medio (Edward, 1989). Los
heterocistes son caracteristicos de los ordenes Nostocales y Stigonematales (Fogg,
1978 a; Kumar y Singh, 1979).

Las cianobacterias poseen una serie de inclusiones celulares llamados
granulos:

1. Carboxisomas o cuerpos poliedricos, estan presentes en la parte central de la célula
en pequefias unidades, contienen enzimas involucradas en la fijacion de CO2 (Fogg,
1978 a y b) y forman una reserva para la enzima ribulosa 1,5- difosfato carboxilasa
(Edward, 1989).

2. Gréanulos de glicogeno o poliglucangs, participan en la fotosintesis y almacenan
carbobidratos; almidén principalmente. Estos grinulos se encuentran entre ios
espacios de las invaginaciones donde se guardan los pigmentos (Edward, 1989).

3. Grfémalos de cianoficina, ticnen forma irregular, almacenan polipéprides--acido
aspartico y arginina--el nimero de los granulos varfa en cuanto al ciclo de vida de
las células (Fogg, 1978 b).




4. Cuerpos polifosfatados o grénulos de volutina, son esféricos y contienen lipidos
(Edward, 1989),

5. Vacuolas de gas o vesiculas de gas, son tubos cilindricos con terminaciones
cénicas. La membrana de las vesiculas es hidrofébica, permeable a los gases,
rigida y mantiene un presion de 1 atm (Edward, 1989). El nimero de vacuolas
varia segint la intensidad de luz (Kumar y Singh, 1979) y se relacionan cen la
flotacién; entre mayor sea el niimero de vacuolas, las células se encontraran mas
cerca de la superficie (Smith, 1966), Las vacuolas de gas son caracteristicas en las
especies plantonicas como Anabaena, Oscillatoria y Phormidium (Fogg, 1978 a).

La via de reproduccién es principalmente asexual (Smith,1966). Las
clanobacterias unicelulares se reproducen por biparticién  y los filamentos por
fragmentacion (Kumar y Singh, 1979); existen otras formas reproductivas como:

1. Hormogonios, es la fragmentacion del tricoma por medio de necridios, muerte de
una célula (Fogg, 1978 a), o por discos de separacion (Smith, 1966), al separarse
del filamento poseen movimiento propio (Edward, 1989).

2. Acinetos, especie de esporas que se forman bajo condiciones desfavorables. Son
esféricos, de pared delgada, acumulan grandes cantidades de granulos de
cianoficina (reservas proteinicas), son resistentes a: altas temperaturas, desecacion,
materiales téxicos (Fogg, 1978 b). Caracteristicos en los géneros Nostocales y
Stigonematales (Edward, 1989).

. Exoesporas, se liberan de las partes finales de los filamentos (Fogg, 1978 b).

. Endoesporas se forman dentro de la célula (Fogg, 1978 b).

5, Nanocitos, son endoesporas que se forman por la division celular (Fogg, 1978 b).

£

Por GMimo cs importante mencionar la facilidad de las cianobacterias para
formar asociaciones simbidlicas extracelulares con otros organismos como: hongos,
diatomeas, protozoarios, espopjas matinas, raices de cicadas, liquenes, helechos
(Fogg, 1978 a; Edward, 1989).

111, 1. 2. Condiciones de cultivo

Las cianobacterias pucden orgcer en ambientes adversos: altas o bajas
temperaturas, poca intensidad de luz, desecacion y bajas concentraciones de nutrientes
(Kumar y Singh, 1979).

Los elementos basicos que requieren las cianobacterias para el crecimiento,
son: nitrégeno, fésforo, azufre, potasio, sodio, magnesio, calcio, molibdeno, carbono
¢ hidrégeno, aunque la concentracion de estos varia segin la necesidad nutricional de
cada especie (Robin, y Whittick, 1987).
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Los pardmetros fisicoquimicos varian segin las especies, pero los més
comunes son los siguientes:

—

. Temperatura, entre los 28 y los 40 °C (Fogg, 1978 a; Van Baalen, 1978)

2, pH, neutro (7.5) a alcalino (8.5), segin Fogg, 1978 a,

. Intensidad de luz, son necesarios de 800 a 1000 lux, para matraces de 250 a 500 ml
(Le Borgune, 1991).

4, Agitacion constante, en caso de voltmenes pequefios (80- 500 ml) una agitacién

petiddica es suficiente (Le Borgne, 1991).

[F%

Son sensibles a  antibidticos como la penicilina (Van Baalen, 1978},
bacitricina, colchicina, polimixina A ¥ B, estreptomicina y terramicina {Fogg, 1978 b).
El cloranfenicol, evita la formacién de proteinas en los ribosomas (Edward, 1989).

191, 1. 3. Usos de las cianobacterias

Por su alto indice proteico (Ramos y Salazar, 199¢), las ciancbacterias, se
utilizan como alimento para animales domésticos y humanos; entre los géneros més
cultivados estén: Spiruling, Nostoc (Edward, 1989) y Profotheca (Robin, y Whittick,
1987).

Extractos de Spirulina son utilizados como substituto del suero y para la
produccién de vitamina Bia (Ramos y Salazar, 1990). Phormidium es un género
productor de ficobiliproteinas, cuyas propiedades fluorescentes permiten la utilizacion
para ¢l marcaje de anticuerpos monoclonales y diferentes detecciones inmunolégicas.
Los carotenos, Xantofilas y ficocianinas, producidos por ciertas especies de
cianobacterias, tienen gran demanda para la industria alimenticia, cosmética y textil.

En la agricultura, por la capacidad fijadora de nitrégeno, se les utiliza para
formar simbiosis con plantas de importancia comercial, como por ejemplo los
arrozales (Kumar y Singh, 1979). También son consideradas estabilizadoras de
sedimentos, evitando la crosion y manteniendo la temperatura de los suelos y la
aireacién ( Fogg, 1978).

Se crecen en bioreactores fotosintéticos (Feuillade y Feuillade, 1979) para
procesos biotecnologicos (Regan, 1992); como la produccion de hidrogeno (Ramos y
Salazar, 1990) u obtencion de toxinas (Robin, y Whittick, 1987).

Recientemente se han utilizado en la limpieza de aguas residuales, gracias a
que solo requieren la materia orginica para su crecimiento (Oswald, 1992),
obteniéndose una remocion de sales y una gran cantidad de biomasa 1til (Ramos y
Salazar, 1990), Su utilizan para medir metales pesados como el cobalto, niquel, cobre,
cadmio y pesticidas {Robin, y Whittick, 1987).



i1

1IL2 Composicién quimica del petréleo

El petréleo se define como un derivado orgénico, compuesto por una mezcla
de hidrocarburos, los cuales a su vez, estan compueslos por oxigeno, azufre, nitrégeno
y metales: niquel, vanadio, fierio y cobre (Lobban ef o, 1985); esta composicidn varia
de acuerdo a su origen geolégico y geogréfico (Girard, 1988).

La fraccién liquida del petréleo es el aceite crudo, constituido por
hidrocarburos y una porcion de componentes de otra estructura guimica como:
tiesteres, tiofenos tioles y asfaltenos (Morgan y Watkinson, 1994). Los hidrocarburos
se dividen segtin los grupos quimicos fundamentales v en base a las estructuras de los
mismos, en dos grupos de compuestos: el primero contiene a los alcanos o parafinas
{tineales y ramificados), cicloalcanos y aromédticos; en €l segundo se encuentran
compuestos oxigenados con nitrogeno, azufre como dcidos nafténicos y fenoles
(Floodgate, 1982; Girard, 1988).

El porcentaje de cada grupo es variable, por lo que se ha determinado una
composicién aproximada para un crudo promedio (Girard, 1988). Los hidrocarburos
mas pesados predominan en las fracciones asfélticas, mientras que los compuestos
insaturados representan una fraccién pequefia. El ciclopentano y el ciclohexano son
prevalentes en la mezcla, al igual que los componentes multianillados. Los aromaticos
son los componentes mas importantes, pues forman cadenas a partir del benceno
constituyendo los llamados hidrocarburos poliaromaticos (Mozgan y Watkinson,
1994).

En el grupo de los arométicos se encuentran el benceno, tolucno, naftaleno,
xitenos (m-~,p~0-) y fenoles, cuya toxicidad es muy elevada para plantas y animales
{Lobban ef af, 1983). Los hidrocarburos arométicos simples, de bajo peso molecular,
suclen ser mas facilmente biodegadados (Walker ef af, 1976). Aunque, compuestos
como los naftalenos, fenantrenos, antracenos ¢ hidrocarburos aromaticos polinucleares
representan mayor commplejidad para la biodegradacion (Atlas, 1991). De lo anterior,
se puede deducir que los grados y tasas de degradacidn, dependen de la composicion
quimica del petroleo; por eso algunos crudos son mds facilmente degradables que
otros {Girard, 1988).

La biodegradacion del petréleo depende de cuairo factores fundamentales:
1.- La complejidad quimica del petréleo.
2.- Las propiedades fisicas de cada hidrocarburo,
3.. La resistencia de los microorganismos biodegradadores a compuestos arométicos
de bajo peso molecular, pues estos exhiben cierta toxicidad sobre las membranas
celulares (Morgan y Watkinson, 1994). No obstante, estos pueden ser metabolizados
en bajas concentraciones.
4.- A factores ambientales como temperatura, oxigeno, nutrimentos, presion, pH y
salinidad {Girard, 1988; Leahy y Colwell, 1990).



IIL.2.1 Caracteristicas fisicas, quimicas y vias de degradacién

IILZ,1.1 Naftaleno

El naftaleno, también conocido como naftalina, es un hidrocarburo aromético,
cuyas caracteristicas se muestran en el siguiente cuadro:

Estructura quimica:

(Stecher ef «f, 1968)

Caracteristicas fisicas:
Niimero de carbonos: 10
férmula quimica: Cio Hs
Peso molecular: 128.18 g/mol
Punto de fusién: 79-81 °C
Punto de ebullicion 218 °C
Densidad: 1.5
Solublc en: metanol, etanol,
benceno, tolueno, aceite de
olivo, cloroformo, tetracloruro
de carbono y disulfuro de
carbono, pero insoluble en agua
(Stecher er al, 1968).

Usos:
Sirve como carburante
y disolvente; materia
prima para fabricar
perfumes, colorantes,

materias plésticas,
curtido de pieles; en la
manufactura del
indigp y para la
fabricacidén de resinas
{(naftoles); en
celuloides ¥

lubricantes de aceites

para motor (Maluquer
et al, 1974; Galana er
al, 1987). Se utiliza
como antiséptico v
para la fabricacién de
insecticidas  {Stecher
el al, 1968).

La biodegradacidn del naftaleno ha sido estudiada por varios autores
(Daly et af, 1972; Cemiglia ef al, 1980 b; Atlas, 1991}, en diferentes géneros de
microorganismos.

Las rutas propuestas por Girard (1988) y Smith (1994), para la degradacion del
naftaleno, empleada por bacterias y levaduras se observa en la Figura 1, la primera
reaceion se Heva a cabo por medio de la dioxigenacion de la molécula (c1s-1,2-
dihidrodiol), gracias a las enzimas dioxigenasas. Segtin Cerniglia er @/ (1980 b), las
cianobacterias siguen la misma via.

En afios recientes (Neilson, 1994), se descubrié la via utilizada por hongos,
misma que siguen organismos eucariontes (Daly er al 1972), transformande el
naftaleno a fraws-1,2- dihidrodiol; entonces se propuso realizar estudios en los
diferentes géneros biodegradadores de hidrocarburos para comparar las vias de
transformacién (Morgan y Watkinson, 1994 y Smith, 1994).
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111.2.1.2 Tolueno

El tolueno conocido como metilbenceno o alquilbenceno, es un hidrocarburo
aroimdtico, liguide, incoloro, inflarnablc e insoluble en apua, otras de sus caractristicas

se citan a continuacidn;

Estructura quimica:

Cts

(Stecher er al, 1968)

Caracteristicas fisicas;
MNamero de carbonos: 7
férmuta quimica: CsHg
Peso molecular: 92.13 g/mol
Punto de fusién: -95 °C
Punto de ebullicién 111 °C
Densidad: 0.87
Soluble: en alcohol,
cloroformo, eter, acetona, acido
acético glacial y disulfuro de
carbono{Stecher ef al, 1968).

Usos;
Se  utiliva  como
solvente de grasas,
resinas y olras
sustanicias  orgdnicas;
en la preparacidn de
colorantes, sacarina,
barnices, tolita, ciertas
gasolinas para aviones
y termdmefros que
permiten medir bajas
temperaturas

(Maluquer ef  al,
1974),

El tolueno tiene dos vias de degradacion, en donde el ataque enzimético
inicial puede ser directamente en el anillo aromatico o al grupo metil, sin embargo, la
oxigenacion del anillo aromdtico es la més comin (Girard, 1988) como se muestran
en la Figura 2; en la ruta, las dioxigenasas comienzan la transformacidén de el tolueno
a dihidrodiol (Smith, 1994).

Ti.2.1.3 XKilenos

El xileno bruto, xilol & dimetilbenceno (CgHyp), altamente volatil, es una
mezcla de tres tsémeros: m-xileno, p-xileno y o-xileno; siendo el primero el mds
abundante (Stecher et af, 1968). Los xilenos son liquidos incelores, solubles en la
mayorta de los solventes organicos, pero insolubles en agua (Maluguer ef af, 1974);
sirven como solventes. En microscopia, se utilizan para impregnar iejidos animales y
vegetales para aumentar la transparencia.

Fl estudio de la transformacion de los xilenos depende de la posicion de los
grapos metil en el anillo, es por eso que el p-xileno es més facilmente degradado que
el m- vy el o-xileno (Neilson, 1994). Por otra parte ¢l m-xileno es el componente més
abundante de los tres compuestos en el petrdleo (Stecher ef al, 1968; Girard, 1988), de
ahi la importancia de su estudio.
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El m-xileno es un hidrocarburo aromatico, insoluble en agua. Las
caracteristicas de este compuesto se describen a continuacion:

Estrugtura guimica: Caracteristicas fisicas; Usos:

Se uiliza en la
CH;, Numero de carbonos: 8 obtencidon del  acido
Peso molecular: 106.17 g/mol {iscftalico, el cual se
Punto de fusion: -48 °C usa para la obtencién
= Punto de ebullicién 139 °C de resinas (Maluquer
Densidad: 0.863-0.864 ef al, 1974; Galiana

- Soluble en: alcohol, eter yletal, 1987).

otros  liquidos  orgénicos
CH: |(Stecher ef al, 1968).
(Smith, 1994)

El p-xileno posee una estructura molecular:

Estructura quimica; Caracteristicas fisicas: Usos:
CH;3
Numero de carbonos: 8 Se  utiliza  pam
Peso molecular; 106,17 g/mol {fabricar tergal, acido
Punto de fusion: 13 °C tereftdlico y para la
Punto de ebullicién 138 °C fabricacién de fibras
Densidad: 0.86 de poliester como el
dacrén (Maluquer ef
al, 1974).
CH;
(Smith, 1994)

Las rutas de degradacidn de ambos compuestos se observan en las Figuras

3y 4 (Smith, 1994).




IIL. 3 Biodegradacion por cianobacterias y microalgas

Las investigaciones sobre la biodegradacion del petroleo, iniciaron con el
estudio de algunos géneros de bacterias (Parkinson, 1973; Traxler y Cundell, 1976;
Colwell y Walker, 1977; Pfaender y Bucklley, 1982; Fusey y Oudot, 1984; Lizarraga
el al, 1987; Girard, 1988; Prince, 1990; Atlas, 1991; Fingas er of, 1991; Stabnikova ef
al, 1995), hangos v levaduras (Flodgate, 1982; Hill, 1982),

Cuando los derrames petroleros comenzaron a ser constantes, los estudios se
centraron en los efecios que podian causar los hidrocarburos sobre el fitoplancton
(base de todas las cadenas alimenticias), Gordon y Prouse (1973) obscrvaron que el
fitoplancton puede utilizar los hidrocarburos como fuente de energia, dependiendo de
tres factores: las condiciones ambientales que prevalescan, las especies predominantes
en el fitoplancton segin la estacion del afio y la toxicidad del petroleo, en base a su
composicion y concentracion en el medio acudtico; provocando la inhibicién & la
estimulacion del crecimiento y la fotosintesis.

Dunstan y colaboradores (1975) comprobaron que la estimulacién &
inhibicidn del crecimiento, causado por componentes aromaticos de bajo peso
molecular como el xileno, tolueno y benceno, sobre algunos géneros de microalgas;
depende de la concentracion (pg/l) de fos hidrocarburos. Las conceniraciones bajas
estimulan el crecimiento, mientras que conecentracidnes altas lo retardan o lo inhiben
segin la dispersion y volatilizacion que tengan estos componentes en el medio
acudtico,

Gaur y Kumar (1981) realizaron el andlisis quimico de tres crudos v un
combustdleo, probandolos sobre el crecimiento de Anacystis nidulons (cianobacteria),
Chlorella vulgaris, Selenastrum capricornatum y Oocystis sp (microalgas). Los tres
crudos a concentraciones bajas (5-10 pl/10 ml), provocaban retardo en el crecimiento.
Las concentraciones altas (30 ul/10 ml), lo inhibian totatmente. El combustéleo, con
un alto porcentaje de naftalenos y bifenilos, fue el mas toxico. Chlorella vulgaris y
QOocystis sp. presentaron mayor resistencia a dicha toxicidad, segtn los autores por
haber sido recolectadas en un rio contaminado con descargas industriales donde
adquiricron modificaciones fisiologicas, genéticas y enziméticas.

Batterton y colaboradores (1978), estudiaron la toxicidad de*cuatro tipos de
petrdleo y cinco gasolinas sobre dos microalgas ¥y una clancbacteria {Agmenellum
quadruplicatm).  Los crudos (30 pl/20ml) v tres gasolinas (20 pl/20ml) fueron
moenos toxicos para la cianobacteria pues solo causaban retraso en el crecimiento. Las
otras dos inhibian 1a fotosintesis. Por medio de un andlisis quimico observaron que las
gasolinas con mayor porcentaje de naftalenos, toluenos, dibenzotiofenos y fenantrenos
son menos téxicas.
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En 1976 Winters y colaboradores caracterizaron las pattes solubles de cuatro
gasolinas y su efecto sobre microalgas, diatomeas y cianobacterias (dgmenellum
quadruplicatum y Coccochloris elabens), La parte soluble de las gasolinas se
componia por naftalenos, bencenos, fenoles, anilinas ¢ indoles; causando inhibicion
en ¢l crecimiento de solo de las microalgas y las diatomeas. Cuando la parte soluble
contenia mayor concentracion de naftalenos, bencenos y toluenos (0.1 a 10pg/l) solo
retrasaba el crecimicnto. Las gasolinas con un mayor porcentaje de fenoles (100ug/1)
causaban inhibicion,

Al conocer que las concentraciones bajas de hidrocarbures no inhiben el
crecimiento y  fotosintesis de algas y cianobacterias, se utilizaron compuestos
marcados para conocer la incorporacién de los mismos al sistema celular y los
productos obtenidos de la biodegradacion.

Ellis (1977) demostré que los componentes fendlicos (“C-Fenol y el
" C-catecol), en concentraciones bajas (0.5 pmolar), pueden ser removidos del medio
acudlico més rapido (48 horas) que los componentes aromadticos; por algunas
microalgas y clanobacterias (Anabaena cylindrica y Phormidium foveolarum).

Cerniglia y colaboradores (1980 a), demostraron }a oxidacion del
1 Conaftaleno (35 ug/30ml) por microalgas y cianobacterias. Estos microorganismos
crecen fotoautotréficamente en presencia del hidrocarburo, produciendo seis
metabolitos secundarios; siendo el [-naftol (CipHgO) el mads abundante. Las
cianobacterias obtuvieron el mayor porcentaje (2.4 %) en el metabolismo del
naftaleno. Anteriormente (1979), 1os mismos autores, encontraron que la cianobacteria
Agmenellum quadruplicattum,  metaboliza ¢l Y naftaleno (2.2 wmolar), por la
misma via que las bacterias; comenzando la transformacién del hidrocarburo a un
compuesto cis-dihidrodiol.

Las cianobacterias son parte fundamental del fitoplancton, estas forman
manlos en los scdimentos de log cuerpos acudticos (Lopez, 1990). Los mantos,
albergan una gran varicdad de bacterias, hongos, levaduras, protozarios, microlagas
(Pentecost, 1984; Sorkhoh ef af, 1995); es por eso que dichos mantos tienen una
relevancia ecolégica { Stal, 1991; Ldpez y Tovar, 1992). El oxigeno producido en su
mayoifa por las clanobacterias, es wtilizado por ellas y los microorganismos
biodegradaderes para oxidar, en forma mas eficiente, los hidrocarburos (Sorkhoh et
al, 1992 y 1995).

La cianobacteria Osciflatoria  sp; es una de las principales formadoras de
mantos (Stal, 1991), Cernijglia y colaboradores (1980 b), estudiaron ¢l metabolismo
de! naflaleno (0.3 mg/30mb) en dicho género, ya que en experimentos anteriores
obtuvo los mayores indiccs del metabolismo de este hidrocarburo (4.8 % en 24 hus).
Nuevamente el metabolito mas abundante fue el - naftol cuya formacion envuelve
fa incorporacién de oxigeno molecular. Esto sugiere que la cepa Oscillatoria sp. posee
buenos necanismos para iniciar una oxidacion exitosa del naftaleno,
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En 1992 Sorkhoh y colaboradores, reportaron la presencia de mantos de
cianobacterias (formados principalmente por Microcoleus sp), sobre densas capas de
petrdleo en las costas de Kuwait; después de la Guerra del Golfo. Después de los
derrames todas las formas de vida superior se vieron fucrtemente afectadas, mientras
que los mantos comenzaron a aftorar. En los mantos, se encontraba una gran variedad
de bacterias degradadoras de petrdleo. Este hecho, segan los autores, es el primer paso
para lograr la biorremediacién.

Al Hasan ef af (1994), realizaron ¢l aislamiento de Microcoleus chtonoplastes
¥ Phormidium corium de los manfos de cianobacterias mencionados por Sorkhoh
(1992); estas especies pueden utilizar r-alcanos ¢ petrdleo crudo transformandolos a
dcidos grasos. Los autores proponen a las clanobacterias como microorganismos
importates para la biodegradacién y como agentes invaluables para propdsitos de
biorremediacién.

En la laguna costera de Santa Alejandrina, ubicada en Minatitlan, Veracruz; se
observé la formacidn de mantos de clanobacterias con posible actividad
hidrocarbonoclastica. Es por eso gue el presente estudio tiene como objetivos, formar
un cultivo axénico con las especies de cianobacterias presentes en la laguna y evaluar
la capacidad degradativa de las mismas, sobre tres hidrocarburos aromdticos:
m-y p-xileno, tolueno y naftaleno.



IV. OBJETIVOS

A) GENERALES

1.- Obtener un cultivo mixto de cianobacterias de muestras de agua y
sedimento, colectadas en la laguna costera de Santa Alejandrina.

2.~ Bvaluar la capacidad de degradacién del cultivo mixto obtenido, sobre tres
hidrocarburos aromaticos: m- y p-xileno, tolueno y naftaleno,

B) PARTICULARES

" 1.- Identificar y aislar Jas cianobacterias presentes en las muestras colectadas,
para formar un cultive mixto.

2.- Seleccionar un medio de culiivo que favorezca el crecimiento de las
cianobacterias en estudio.

3.- Evaluar mediante cromatografia de gases la degradacion de los
hidrocarburos por parte de las cianobacterias.



V. MATERIAL Y METODO

V.1 Obtencion de Muestras

Se trabgjaron muestras de agua y sedimento de la laguna costera de “Santa
Alejandrina™, ubicada en Minatitlan, Veracruz; la localizacién geogrédfica de dicha
lapuna se encuentra en la Figure 5. Esta laguna presenta contaminacién por
hidrocarburos, debido a las continuas descargas de apuas residuales y derrames,
provenientes de la refineria Lazaro Caidenas, cercana al lugar.

Todos los medios de cultivo utilizados en este trabajo se esterilizaron en
autoclave por 15 minutos a 15 1b/in®. La cristaleria se sometid a calor seco en horno
{Robertshaw 15697) a 160 °C por dos horas. Las vitaminas, aminodcidos y
antibiéticos sc agregaron por fillracidén (Métodos Normalizades, 1989), con una
jeringa estéril (de 10 ml) y un acrodisco desechable (HT Tuffryn polisulfato, Gelman
Sciences) con poro de 0.2 p de didmetro.

Las muestras se colectaron en {tascos color ambar (900 ml) y se mantuvieron
en refrigeracion hasta llegar al laboratorio. Sc realizé una mezcla con el agua y
sedimento recolcctados (para obtener un crecimiento masivo de microorganismos),
esta se repartid en volimenes de 100 ml en frascos transparentes (200 mi) con tapdn
de rosca. Los frascos se colocaron dentro de un bafio maria (Grant JB2)a 28 %2 °C
con iluminacion vertical continua (Frischknecht y Schreider, 1979) vy una intensidad
de 300 lux (Meflert y Chang, 1978). La iluminacidn la proporcionaron dos lamparas
{SYLVANIA) de luz blanca-fria (25 W), en forma de espiral. Después de 15 dias las
muestras fueron observadas en microscopio de contraste de fases (Regan e Ivancic,
1984),

V.2 Aislamiento

El aislamiento de las cianobacterias consistio en eliminar las bacterias con
antibiéticos y los demés microotganismos mediante temperatura, pH y algunos
reactivos (Frischknecht y Schneider, 1979; Zevenboom y Mur, 1981; Regan ¢ Ivancic,
1984; Le Borgne, 1991). Se comenzd con las bacterias, sembrando la muestra original
en medios selectivos para reconocer algunos géneros.

Vv.2.1. Identificiacion de bacterias en muestras originales

Antes de comenzar el aislamiento se evaluaron los grupos bacterianos presentes en las
muestras. Se sembraron 100 pl de las muestras originales en agar métodos estandar,
medio marino, agar EMB, Mc Conkey, TCBS y Salmonella -Shigella. Los inoculos
se matuvieron a 25 °C por 24 hys, periodo al cual se contaron las colonias (Collins ef
al, 1991; Métodos normalizados, 1989). Algunas colonias se tomaron al azar y se les
aplicd tincién de Gram (Beishir, 1977).
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Con los resultados de dicha tincion se realizaron antibiogramas, para los
siguientes antibidticos: ampicilina (Sigma, lote 92H0020), cefoxitina (Sigma, lote
33H06751), cloramfenicol (Sigma, lote 85Hol160), estreptomicina, kanamicina
(Sigma, lote 101H0O131), penicilina G (Sigma, lote 75F1016435) y tetraciclina (Sigma,
lote 74F10385), a una concentracidn de 100 pg/mi. Los sensidiscos se prepararon con
papel Whatman No. § de 5 mm de didmetro (Coliins ef al, 1991).

V.2.2, Aislamiento de cianobacterias

De los frascos preparados en la seccion IV.1 se tomaron, en tres ocaciones, voltmenes
de 10 ul y se depositaron en frascos transparentes (250 ml) con tapon de rosca que
contenian 100 m] de agua destilada estéril (Ferris v Hirsh, 1991); con el fin de realizar
diluciones y disminuir el mimero de bacterias (Allen y Stainer, 1968; Meffert y
Chang, 1978).

Las células se capturaron por filtracién en membranas estériles de
policarbonato, 47 mm de didmetro (pore de 0.2 pm; Nucleopore); los filtros fueron
transferidos en forma aséptica a cajas de petri, Las cajas se prepararon con cinco
filtros de fibra de vidrio (WHATMAN 934-AH) en la base y 20 ml de medio Bg 11
emiquecido con 100 pg/md de nistatina (Sigma, lote 94H4665) v ciclohexamida
(Sigma, lote 75H07183), segin Ferris y Hirsh, 1991. El medio $¢ prepard conforme
se indica en el anexo 2, La ciclohexamida, inhibe la sintesis de proteinas en las
bacterias y afecta las funciones de el ribosoma 80 S en eucariontes (Montagana y
Bauer, 1988). La nistatina, previene la presencia de hongos en los cultivos.

Las cajas se incubaron por 15 dias bajo los siguientes pardmetros ambientales:
temperatura 28 ¥ 2 °C (Allen v Stainer, 1968; Frischknecht y Schneider, 1979),
iluminacion continua mediante dos lamparas de 20 W (SOLAR  TI12/8D/LD),
ubicadas en la parte superior y lateral de unz caja de madera. Las lamparas
proporcionaban una intensidad de 200 a 500 lux (Bowyer y Skerman, 1968).

En tubos de ensaye con tepén de rosca (20 x 2 om) y 20 mi de medio Bg 11
enriquecido, se inoculd una asada del crecimiento obtenido en las cajas petri. Cuando
se obluvo suficiente biomasa (23 dias) s¢ adiciond, a cada tubo, 400 pl de solucién de
nufrientes; elaborada con sacarosa (2.5 %), extracto’ de levadura (0.5 %) y
bactopeptona (1.5 %), segiin Ferris y Hirsh, 1991, También se adicioné 140 pl del
antibibtico elegido, a una concentracién de 700 pg/mk. Los tubos se mantuvieron en
ta obscuridad a una temperatura de 25 °C por 24 hrs. Después de la incubacion las
cianobacterias se cosecharon por centrifugacion (Le Borgne, 1991).

El mantener los tubos en la oscuridad  impide la fotosintesis y reproduccién
de las cianobacterias (Rippka, 1988). La temperatura de 25 °C en conjunto con la
solucion de nutrientes, ayudan a la proliferacién de bacterias y protozoarios (Regan ¢
Ivancic, 1984).
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La centrifugacion se realizd en tubos de cristal con tapdn de rosca para
centrifuga (SYM modelo 113) con capacidad de 10 ml. Los tubos fueron
centrifugados a 1500 rpm dwrante 25 min (Métodos Nommatizados, 1989). El
sobrenadante fue desechado y se reponia el voltmen (10 ml) con medio Bg 12 para
lavar la pastilla (Ferris y Hirsch, 1991). Esta operacién se realizé en ocho ocaciones
{Meffert y Chang, 1978). Al termino la pastilla se sembré en tubos de ensaye con
tapon de rosca (20 x 2 cm), segin Ukeles, 1973; con 20 ml de medio Bg 12
enriquecido.

V.3.3 Comprobacioén del aislamiento
Se utilizarort dos pruebas para comprobar e aislamiento:

a) Prueba con bactopeptona (Le Borgne, 1991).

Se elabord con medio Bgll y 1 g/l de bactopeptona en tubos de ensaye (12 x
1.5 cm) con tapa de rosca. Cada tubo contenia 9 ml de medio y un ml de cultivo, se
incubaron a 27 *C por 24 hrs, periodo al cual eran observados, Si presentan un aspecto
turbio indicaba contaminacion bacteriana.

b) Solucién GNB (Ferris v Hirsh, 1991).

Se preparé una solucién con glucosa (1.0 %) y caldo nufritivo (0.8 %). Se
reparfi en tubog de ensaye, con los mismos voliimenes antes mencionados. Los tubos
se mantuvieron a 25 °C por un mes. Si al término no se observaba turbio ¢l medio se
consideraba axénico.

Cotidianamentc se revisaban los cultivos en microscopio de contraste de fases;
para observar la presencia microorganismos diferenies a las cianobacterias (Allen y
Stainer, 1968; Rippka ef al, 1979; Zevenboom y Mur, 1981).

V.3 Identificacion

La identificaciéon de las clanobacterias se realizd por medio de claves
taxondmicas (Desikachary, 1959; Bourrelly, 1970; Kdmarek y Anagnostidis, 1986 y
1988), al mismo tiempo que el aislamiento (pues el crecimiento masivo en cajas
permitia una mejor observacion de colovias y células). Se tomaron en cuenfa las
siguientes caracteristicas: tamafio {didmetro y longitud de la célula o filamento), color,
forma, agrupacion y biomasa exterior (Rippka ef al, 1979; Wilmotie y Golubic, 1991),
para cvaluar ¢l tamafio y la forma se tomaron fotografias en microscépio electronico
de barrido (JEOL, ISM-35).
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V.3.1 Preparacion de muestras para mieroscopio electrénico

Las cianobacterias se  fijaron en una solucion de buffer fosfatos y
gluteraldehido (100 ml), como lo indica el anexo 1. Las células se recuperaron. por
filtracién en membranas de policarbonate de 47 mm de didmetro (poro de 0.2 pm).
Cada filtro, se pasé por una bateria de alcoholes (50, 60, 70, 80, 90 y 100} por
periodos de 20 minutos. Al término los filtros se pasaron por acetona (5 a 10
minutos), se secaron a punto critico y se cubrieron con oro. Los filiros se montaron en
portamuestras y sc observaron en microscopio electrénico de barrido (Zimmermann,
1977).

V.4 Crecimiento en diferentes medios de cultivo

Los medios utilizados fueron: Bg 11, Cg 10 (para clanobacterias de agua
dulce), F/2 y MN (para cinobacterias marinas); 1a preparacion de los medios se realizé
conforme al anexo 2 {(Mclachlan, 1973; Nichols, 1973; Leborgne, 1991; Borowitzka,
1992). Bl crecimiento se realizé en matraces Erlenmeyer bafleados de 250 ml
(Frischknecht y Schocider, 1979); con 80 ml de medio y cinco ml de muestra,
estos se tapaton con torundas de gasa y algoddn (Le Borgne, 1991).

Los pardmetros ambientales se mantuvicron bajo control durante todo el
periodo de cultivo (30 dias): la temperatura de 28 * 2 °C (Frischknecht y Schneider,
1979), iluminacion horizontal continua mediante siete ldmparas de 13 W
(SYLVANIA modele FI13T5D) de luz blanca-fiia (Zevenboom y Mur, 1981),
dispuestas en la parte superior de una estufa psicrotérmica (G-26). La distribucién de
la intensidad de luz se midid con un luxémetro (Lutron) como se observa en la Figura
6. Las lamparas fucron cubicrtas con celofdn rojo con el objetivo de acelerar el
proceso de fotosintesis (Kumar y Singh, 1979).

En esta etapa s¢ selecciond el mejor medio de cultivo para las cianobacterias,
observando la frecuencia de crecimiento de las diferentes especies y por evaluacion
del crecimicnto mediante densidad Sptica, D.O. (Sorokin, 1973).

Para cuantificar el mimero de especies presentes en cada medio de cultivo, se
extrajo cada tercer dia una muestra con pipeta Pasteur estéril, Con cada alicuota se
prepard un frotis y se observé a 10 y 40 X en microscépio de contraste de fases
(Regan e [vancic, 1984).

La evaluacién del crecimiento mediante D.O. se realizé tomando cinco m! del
medio de cultivo cada tercer dia en forma aséptica (Sorokin, 1973). Las muestras se
midieron en espectrofotémetro (PERKIN - ELMER Lambda 3A UV/VIS} a 664 nin,
longitud de onda 6ptima para la determinacion de clorofila a (métodos normalizados,
1989).
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V. 5 Prucba de biodegradacién de hidrocarburos

Los hidrocarburos utilizados en este {rabajo son grado reactivo para sintesis:
m-xileno (Merck, lote 51790330), tolueno (Merck, lote 5029321587), p-xileno
(Baker, lote F15645) y el naftaleno (Baker, lote H16730). Las caracteristicas de los
hidrocarburos se encuentran en la seccidn HL.2.1 de los antecedentes.

La prucba de biodegradacion se realizé en matraces Erlenmeyer (500 ml) con
200 ml de medio (Frischknecht y Schneider, 1979; Le Borgene, 1991}. Se formaron
grupos de cuatro matraces, uno por cada hidrocarburo. Los matraces se sellaron con
tapones de plastico (No. 8). La base de cada tapén fue recubierta con cinta-teflon para
evitar la volatilizacién de los hidrocarburos (Cerniglia ef al, 1979). Los matraces se
inocularon con 10 ml de cultivo (aprox. 2 mg) en fase oxponencial (15 dias).

Los hidrocarburos se agregaron inmediatamente después con las siguientes
concentraciones: tolucno, m- y p-xileno 10 pl/200 ml (Winters ef al, 1976) y el
naftaleno 2 mg/200 ml (Cerniglia ¢f al, 1981 b). Todos los hidrocarburos fueron
disueltos en etanol (100 ul), este Gltimo no inhibe el crecimiento de las cianobacterias
(Cerniglia ef af, 1981 a).

Se preparon dos controles, uno con el medio de cultivo y los hidrocarburos
(H4), a las concentraciones antes mencionadas; otro, sin los hidrocarbures, con el
medio de cultivo y 10 ml de las cianobacterias (SH). Todos los matraces se
someticron a los parametros ambientales utilizados en la seccion V.4 de la
metodologia durante un periodo de 25 dias.

Al termino de este fiempo, se cosecharon las clanobacterias por filtracién. Y se
obtuvo la biomasa final por peso seco, utilizndose paquetes de tres filtros (Whatiman
No. 1), segiin Métodos Normalizados, 1989.

Del volamen filtrado (200 ml) se extrajeron y concentraron (hasta 1 mi) los
hidrocarburos en diclorometano, segin la téenica de extraccién de hidrocarbures en
agua, especificada en métodos notmalizados, 1989. La presencia de los hidrocarburos
se detecté mediante un cromatégrafo de gases (Hewlett packard 5890 series IT), bajo
las siguientes condiciones: temperatura inicial de corrida 50 °C, aumentando 8 °C
cada minuto hasta 280 °C, presién de 7.5 psi de Helio (presidn del gas acarreador),
detector de flama (FID) y una columna wultra 2 cross linked de 5% fenil-metil silicon
(25 x 32 mm con poro de 0.52pum} , segiin Soniassy ef al, 1994.
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VI. RESULTADOS

Las muestras de agua y sedimento, colectadas en la laguna costera de Santa
Alejandring, presentaban una visible contaminacién por hidrocarburos; como se
puede observar en la Figura 7.

Después de 15 dias de cultivo, las muesiras presentaban un notorio tono
verdeazu, el cual se puede apreciar en fa Figura 8, por ol masive crecimiento de
cianobacterias. Con la revision de las muestras al microscopio, se observe la presencia
de bacterias, cianobacterias, clorofitas y protozoarios; de estos grupos se identificaron
los géneros que s¢ presentan en el Cuadro 2. Cabe mencionar que Phacus y Chlorella
son géneros caracteristicos de aguas contaminadas por materia orginica (Mervin,
1989).

Entre las bacterias, se observaron heterdtrofas marinas (4.9 x 104 y
enterobacterias (5.6 x 10°, promedio), como Salmonella y Escherichia coli; la
presencia de esta dltima (4.3 x 10%, confirma la contaminacién de la laguna por
materia fecal. También se observd la presencia de Vibrio, ¢l cual se identificé por el
crecimiento en medio TCBS y el cambic de color (amarillo) caracteristico de la
colonia.

La tincidn de Gram aplicada a los microorganismos, reveld la presencia de
bacterias Gram negativas y positivas, por lo que se¢ decidié utilizar en los
anttbiogramas algunos antibidticos que inhibieran el crecimicnto de ambos grupos
(antibidticos de amplio especire). Como se puede observar en el Cuadro 3, el
cloramfenicol, estreptomicina y kanamicina fueron los mas eficientes.

Con la kanamicina se elaboraron concentraciones de 200, 300 y 400 pg/ml,
estd Ultima inhibe el crecimiento bacteriano por 24 hrs, periodo al cual crecen sobre el
medio colonias resistentes, por tanto se decidié aumentar la concentracion a 700
pg/ml y esperar un periodo de 48 hes; con este se eliminé por completo el
crecimiento. Elegido el antibidtico v la concentracion, se comenzé el aislamiento de
las cianobacterias con crecimientos en cajas de Petri; hasta obtener un cultivo axénico
de clanobacterias.

En Ia Figura 9 se observa el crecimiento progresivo en las placas durante 30
dias; el aislamiento y la identificacién se realizaron cuando las cajas tenian 15 dias de
incubacién, pues los filamenios se encuentran mds separados ¥ la biomasa celular no
es tan abundante. Esto permite medir facilmente el tamafio y observar mejor las
caracteristicas {color, forma, movimiento, vigorosidad, etc.) de cada especie.
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Se identificaron las siguientes especies, en base a la morfologia externa,
tamafio celular y caracteristicas del cultivo: Chroococcus of dispersus Naegeli, 1849
var minor Smith 1920 (Desikachary, pp. 107-108, pt 100, fig. 1-3, 1959}, unicelular
esférica, Figura 10; Syrechococcus cf elongatus Naegeli, 1849 (Desikachary, pp. 143,
pl. 25, fig, 7-8, 1959), unicelular cilindrica, Figma 11; y Pseudanabaena cf acicularis
(Nyg.) comb.n. basionym: Oscillatoria limnetica Leem var acicularis (Desikachary,
pp. 226, pl. 37, fig 3, 1959, Anagnostidis y Komarek, pp. 383, pl 21, fig 6, 1988),
filamentosa, Figura 12. Las caracteristicas de dichas especies se deseriben denire de
tos Cuadros 4,5 y 6.

Durante el periedo de crecimiento en medios de cultivo, se observd una
continua variacién en la tonalidad de cada cultivo, este cambioc se observa en la Figura
13, la cual muestra cultivos con 20 dias de incubacién. Bl medio MN, observé un
marcado tono verdeazul, muy viscoso; mientras que los medios Cg 10 y F/2, se
presentd un color verde palido debido a la baja proliferacion de células. En el medio
Bg 11 el arecimiento fue en pequefias capas, tanto en la base como en las paredes del
matraz, con un fuerte tono verdeazul.

Las curvas de crecimiento obtenicas para cada medio se observan en la Figura
14, donde los medios MN y Bg 11 presentan los mayores crecimientos. Es importante
mencichat que ambos medios entran en fase exponencial a diferentes tiempos; 9 dias
para el medio MN y 15 en el medio Bg 11. También se corrobora el bajo crecimiento
presentado por los medios F/2 y Cg 10.

Al observar alicuotas de cada medio al microscopio, se encontrd una mayor
proliferacién de C. dispersus y S elongatus en ¢l medio MN, mientras que en el
medio Bg 11 la especie P. acicularis formaba pequefias redes, donde se adherfan las
especics unicelulares manteniéndose asi una proporcidn, por lo que se escogid este
medic para continuar con la etapa de biodegradacion.

En la etapa de biodegradacidn, el crecimiento de las cianobacterias en los
hidrocarburos fue lento los primeros ocho dias, a comparacién del control SH, el cual
observaba un mayor incremento en biomasa.

Al termind del periodo de incubacion (25 dias), la coloracion adquirida por los
cultivos era distinta, como se¢ pucde observar en la Figura 15, Las diferentes
tonalidades permiticron efcctuar una evaluacion primaria sobre las degradaciones,
colocando al tolueno como el hidrocarburo menos inhibitorio para las especies de
cianobacterias, seguido de los xilenos (m- y p-) ¥ por Gltimo del naftaleno, cuya
coloracida vatio constantemente durante la incubacidn.
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Por medio de la comparacién de biomasas (peso seco), se observd que el
mayor crecimietto fue en tolueno con una cosecha de 3.590 g, seguido de el p-xileno
{3.180 g) y el m-xileno (3.085 g), donde los pesos obtenidos fueron casi similares,
mientras que en haftaleno se presentd una biomasa de 2.092 g, mucho menor que las
anteriores,

Se realizd una evaluacion al microscopio de las especies presentes en cada
cultivo. En el matraz correspondiente al tolueno se observd abundante crecimiento de
P gcicularis, crecimiento regular de . dispersus y la ausencia por parte de
S elongatus. Las células presentaban abundante divisién y vigorosidad, con una fuerte
tonalidad verdeazul.

En el p-xileno, la proporcion de especies estaba marcada para P. acicularis,
escasa para C. dispersus y nula para S. efongatus. Las células observaban buena
vigorosidad y exteriormente el cultivo mostraba un tono verdeazul. Para el m-xileno
se registr6 solo crecimiento para la especie P. acicularis de manera regular, con un
tono verdeazul palido.

Con ¢l naftaleno se presenté un cambio de coloracién durante todo el cultivo
pasando del tono verdeazul palido a un color blanquecino; P. acieularis, aunque
escasa exa la Gnica especie presente.

Por dltimo, se realizo un andlisis por medio de cromatografia de gases de los
controles (Hy) y filtrados obtenidos (libres de cianobacterias). En la Figura 16 se
abservan los tiempos de retencidn para cada uno de los hidrocarburos (- y p-xileno,
tolueno y naftaleno), este cromatograma pertenece a los controles (Hi) y sirvié para
comprobar la presencia de estos después de 25 dias de incubacion.

En las Figuras 17 y 18 se presentan los cromatogramas obtenidos después del
crecimienio de las cianobacterias en los cuatro hidrocarburos. En la Figura 17 el
tolueno, p- y m-xileno, scgin los tiempos de retencién obtenidos para cada
hidrocarburo (Figura 16), no estdn presentes después de dicho periodo de incubacidn.
Es importante mencionar que se detectaron otros compuestos después del minuto 6,
que no se observan cn el cromatograma, por ser este solo-una integracién del minuto
2 al 6 de la corrida.

En la Figura 18 es evidente la presencia del naftaleno, esta Gltima Figura
muestra una ampliacién del pico del naftaleno, por lo que pudiera parecer que en vez
de existir una degradacion del hidrocarburo, este hubiera aumentado su concentracién.
Cabe recordar también que todos los hidrocarburos se concentraron de volimenes de
200 a 1 ml, asi pues este hidrocarburo al no ser utilizado por las cianobacterias quedo
en su concentracién original (2mg/1ml).
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El aislamiento, purificacin e identificacion de las cianobacterias cubre uno de
los objetivos generales de este trabajo, pues en la actualidad se requiere seleccionar
microorganismos con capacidad dc biedegradacion y biorestauracion, para utilizarlos
posteriormente dentro de cuerpos de agua contaminados por hidrocarburos.

La identificacion de las especies, Chroococeus dispersus var minor,
Synechococcus elongatus y Pseudanabaena aciculoris, se  realizé en base a los
tamailos celulares y a las caracterfsticas morfoldgicas observadas en cada especie
(cuadros 4, 5 y 6); también se tomd encuenta la distribucién de las mismas dentro de
la faguna (agua o sedimento). La literatura {Desikachary, 1959%; Bourrelly, 1970;
Kémarck y Amagnostidis, 1986 v 1988), describe a C. dispersus y P. acicularis como
especies plantdnicas de lagos, Estd dltima (P. acicadoris) forma capas sobre ¢l
sedimento y superficie de lagos, incluyendo dentro de las redes bacterias, levaduras y
protozoarios; por ultimo S elomgarus habita tanto en aguas marinas como
dulceacuicolas (Rippka et al, 1979; Staley ef al, 1989).

En base a estos datos, se eligieron los medios de cultive F/2 y MN (marinos)
Cg 10 y Bg 11 (para cianobacterias de agua dulce), con diferentes concentraciones de
sales, vitaminas y pH, segin se describe en el anexo 2. La observacién al microscopio
fue fundamental para elegir el medio que permitiera ¢l crecimiento de las fres especies
y lograra una buena vigorosidad de las células.

Durante la incubacién (30 dias), de presentaron diferentes coloraciones en los
cultivos, dicha variacién sc debe a las diferentes tonalidades (fuerte, palido, brillante,
etc), que caractorizan a cierta especie (Staley ef of 1989). La tonalidad junto con la
apariencia externa del cultivo, sirvieron también para conocer la o las especies
predominantes en los medios. Cabe sefialar que C. dispersus y S. elongatus forman
cultivos con apariencia gelatinosa, pues necesitan la secrecién de mucilago para
formar agrupaciones entre las cclulas (Desikachary, 1959). En cambie P. acicularis,
necesita de un sustrato paa deslizarse, como la mayorfa de las especies con
movimiento, segin Lamont (1969} v Hader (1987 esta es la razdn por la cual se
observo siempre adherida a las paredes y fondo del matraz (Komarek y Anagnostidis,
1986y 1988).

Los mejores crecimientos se dieron en los medios MN (marine) y Bg 11 (de
agua dulce), seglin se observa en la Figura 14. En el primero se obtuvo un incremento
de las especies S. elongatus y C. dispersus, mientras que en el Bg 11 se observé el
crecimiento de las tres especies. La explicacion a cste hecho se basa en que ¢l
requerimiento nutricional paia cada especie es distinto, Segin Staley et of (1989),
S elongatus vy C dispersus no neccsilan componcnies organicos, vitaminas,
aminodcidos, ni elevadas concenlraciones de nitidgeno para su crecimiento, por esta
razdn dichas especies se presentaron en mayor ¢ menor abundancia en todos los
medjos. Por otra parte, P, acicularis requiere altas concentraciones de nitrogeno y el
medio con la mayor cantidad de este elemento cs justamente el Bg 11, por tanto es
l6gico que ¢l desarrollo de dicha especie se presentara en ese medio.
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Los bajos crecimientos en los medios I/2 y Cg 10, puede deberse también a
factores nutricionales; segtm Robbin y Whittick (1987), cuando algin elemento (sales
aminodcidos, vitaminas, azucares, etc) no es nccesatio para ¢l desarrolio de una
especie, este puede causar efectos inhibitorios sobre el erecimiento.

En cuanto a la elapa de degradacion, se observé un crecimienio lento en todos
los cultivos durante los primeros ocho dias de incubacién. Segim Batlerton y
colaboradores {1978), el retiaso se debe a una reaccién ¢ adaptacion por parte de las
células a {a toxicidad de los hidrocarburos.

La introduccién del hidrocarburo a la células, depende en gran parte, de la
capa protectora (pared, vaina, etc) que Jas rodee; seglin Fogg (1978 b), las
cianobacierias poseen una vaina, que varia conforme a la especie, en grosor y color.
Dicha caracteristica, vuelve a las cianobacterias mds resistentes a la toxicidad de los
hidrocarburos gue a las clorofitas (Winters, 1976; Lobban et o/, 1985). S. elongatus y
C. dispersus, son especies que carecen de vaina, P. acicularis por €l contrario,
presenta vaina delgada (Desikachary, 1959; Kémarek y Anagnostidis, 1986 y 1988).
Por esta razdén, la tinica especie que permansccid en los cultivos duranie toda la
incubacién fue P. acicularis, pues al poseer vaina la hace mds resistente que las
especies upicelulares. No obstante, algunas especics pueden metabolizar bajas
concentracioncs de hidrocarburos, ain careciende de esta caracteristica (Morgan y
Watkinson, 1994), como fue el excaso crecimiento de C. dispersus en tolueno y en
M-y p-xileno.

El desarregle metabdlico es también una respuesta a la toxicidad de clerto
hidrocarburo; los efectos son variados, cambios en la fotosintesis, respiracidn,
crecimiento, despigmentacidn, cambios morfologicos, etc (Michael, 1977; Lobban
et al, 1985). En este caso, se registrd la pérdida de la pigmentacién por parte de
P. acicularis, cuando esta crecid sobre naftaleno. Se puede decir entonces que los
hidrocarburos biciclicos como el naftaleno, causan efectos visibles sobre las
cianobactertas y ejercen un retraso en la transformacién del compuesto.

Segiin Leahy y Colwell {1990), los factores fisicos como la temperatura,
oxigeno, conceriracion de nutrimentos inorgdnicos (nitrégeno y fésforo), salinidad,
presién y pH, ademas de los factores quimnicos, toxicidad de cada hidrocarburo,
concentracidn del compuesio en of medio, estructura guimica (lineal o aromatico);
también pueden retiasar o anular el proceso de degradacion. Shaw (1977), dice que la
concentracion de hidrocarburos en Ia columna de agua varia en cuanto a los pesos
moleculares v a las caracteristicas fisicas del hidrocarburo (solubilidad en agua);
aunque para McAuliffe (1977) la cantidad de cierto compuesto, depende de la
composicién quimica del petroleo, edad geoldgica y drea geografica donde pertenece,
En México, el petrleo extraido de la sonda de Campeche, denominado Maya pesade,
constituye uno de los crudos més toxicos para plantas y animales, pues esta formado
por un 20 % de hidrocarburos aromaticos (PEMEX, 1988).
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Inmediatamente después de ocurrir un derrame, se forma una capa o pelicula
que sufte upa serie de alteracioncs quimicas y fisicas (evaporacion de componentes
volatiles, emulsificacién y sedimentacién); estos cambios dejan en la superficie del
agua una conceniracion de 1pg/ml de los componentes aromaéticos.

Retomeando los dos parrafos anteriores, los hidrocarburos wiilizados en este
trabajo no son solubles en agua, pero st muy volatiles (tolueno, m- y p-xileno), por lo
tanto al ocurrir fas alteraciones quimicas y fisicas, la concentracion de los mismos en
la superficic del agua disminuye. Por ofxa parte, el naftaleno posee un peso molecular
mayor, razén por la cual se encuenira en mayor cantidad en el sedimento que en la
superficie del agua (Daly et af, 1972; Atlas, 1991).

Seglin trabajos de Dunstan (1975), Cerniglia et al, (1979), Gaur y Kumar
(1981) y Al Hasan ef al (1994), las cianobacterias solo pueden transformar bajas
concentraciones de hidrocarburos. En este trabajo se cstudiaron las concentraciones
propuesias por dichos autores, va que Chroococcus dispersus, Synechococcus
elongatus y Pseudanabaena acicularis, son cspecies planciénicas ¥ por tanto se
encuentran expuestas a bajas cantidades de estos compuestos.

Los mejores crecimientos, segin la biomasa obtenida, se presentaron en
tolueno, m- y p-xileno. Después de 25 dias de incubacion, se evallio la presencia de
los compuestos en el medio de cultivo por medio de cromatografia; en la Figura 17 se
demuestra que los hidrocarburos antes mencionados ya no estan presentes en el medio
después de este periodo. Se podifa pensar que este hecho se deba a que los
compuestos se evaporaron, pero al recubrir con cinta teflén los tapones que seliaban
cada matraz. elimina dicha posibilidad; el teflon evita la evaporacién de compuestos
como ¢! tolueno, becenos y xilenos (Cerniglia ef af, 1979).

En el caso de! naftaleno, estc sigue presente (Figura 18) después de 25 dias y
con un excaso crecimicnio de P, acicularis; cabe sefialar que esta cianobacteria
también se localiza en sedimentos donde como ya se menciond se acumula el
naftaleno, por lo tanto no lo fransforma solo es resistente a la toxicidad del
compucsto. Ademds el naftaleno, requiere mayor energia para la biodegradacién
(Atlas, 1991), mientras que los hidrocarburos aromdticos con sustituyentes metit como
el totueno y los xilenos no la requieren (Daly et af, 1972).

El tohueno, m- y p-xileno suelen ser més facilmente biodegradados que los
compuestos poliaromaticos (Walker et al, 1976), pues el ataque enzimatico inicial de
los hidrocarburos aromdticos simples puede darse en el anillo o en el grupo metil
como sc observa en las Figuras 2, 3 y 4; en cambio la transformacién del naftaleno,
debe comenzar en uno de los anillos hasta romperlo para poder continuar con el
segundo, como se observa en la Figura 1 (Girard, 1988).
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La via principal, utilizada por los microorganismos procariontes para la
degradacién de compuestios es la cis-hidroxilacion (Atlas, 1991; Neilson, 1994; Smith,
1994; Stabnikova et al, 1995), se ha demosirade que esta ruta cs scguida por bacterias,
levaduras y en el caso de la degradaciéon del naftaleno por algunas especies de
cianobacterias (Cerniglia ef af, 1979). Recientemente se han propuesto vias alternas
para géneros especificos de bacicrias y levaduras, pues algunos de estos organismos
poscen genes especiales para la biodegradacién de telueno y benceno (Smith, 1994;
Neilson, 1994).
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Inmediatamente después de ocuwrrir un dettame, se¢ forma una capa o pelicula
que sufre una serie de alteraciones quimicas y fisicas (evaporacion de componentes
volatiles, emulsificacidn y sedimentacién); estos cambios dejan en la superficie del
agua una concentracién de Lpg/mi de los componentes aromélicos,

Retomando los dos pairafos anteriores, los hidrocarburos utilizados en este
trabajo no son solubles en agua, pero si muy volatiles (tolueno, m- y p-xileno), por lo
tanlo al ocurrir las alteraciones quimicas y fisicas, la concentracion de los mismos en
la superficie del apua disminuye. Por otra parte, el naftaleno posee un peso molecular
mayol, razén por la cual se encuentra en mayor cantidad en el sedimento que en la
superficic del agua (Daly ef o, 1972; Atlas, 1991).

Segin trabajos de Dunstan {1975), Cerniglia ef al (1979}, Gaur ¥y Kumar
(1981) y Al Hasan er af (1994), las cianobacterias solo pueden transformar bajas
concentraciones de hidiocarburos, En este trabajo se estudiaron las concentraciones
propuestas por dichos autores, ya que Chroococcus dispersus, Syrechococcus
elongatus y Pseudanabaena acicularis, son especies planctonicas y por tanto se
encuentran expuestas a bajas cantidades de estos compuestos.

Los mejores crecimientos, segun la biomasa obtenida, se presentaron cn
tolueno, m-y p-xileno. Después de 25 dias de incubacidn, se evalio la presencia de
fos compuestos en ¢l medio de cultivo por medio de cromatografia; en la igura 17 se
demuestra gue los hidrocarburos antes mencionados ya no estén presentes en el medio
después de este periodo. Se podria pensar quc este hecho se deba a que los
compuestos se evaporaron, pero al recubrir con cinta teflon los tapones que sellaban
cada matraz elimina dicha posibilidad; el teflon evita la evaporacion de compuestos
como el tolueno, becenos v xilenos (Cerniglia et af, 1979).

En el caso del naftaleno, este sigue presente (Figura 18) después de 25 dias y
con un excaso crecimiento de P acicularis; cabe sefialar que esta cianobacteria
también se localiza en sedimentos donde como ya se menciond se acumula ¢l
naftaleno, por o tante no lo transforma solo es resistente a la toxicidad del
compuesto, Ademas el nafialeno, requiere mayor encigia para la biodepradacion
(Atlas, 1991), mientras que los hidrocarburos arométicos con sustituyentes metil como
el tolueno y os xilenos no la requieren (Daly et af, 1972).

El tolueno, m- y p-xileno suclen ser mds facilmente biedegradados que los
compuestos poliaromaticos (Walker et al, 1976), pues el ataque enzimitico inicial de
los hidrocarburos aromdaticos simples puede darse en el anille o en el grupo metil
como s¢ observa en las Figuras 2, 3 v 4; en cambio la transformacion del naftaleno,
debe comenzat en uno de los anillos hasta romperlo para poder continuar con el
segundo, como se observa en la Figura 1 (Girard, 1988).
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La via principal, utilizada por los microorganismos procariontes para la
degradacidn de compuestos es la cis-hidroxilacion (Atlas, 1991; Neilson, 1994; Smith,
1994; Stabnikova ef al, 1995), se ha demostrado que esta ruta ¢s seguida por bacterias,
levaduras y en el caso de la degradacion del naftaleno por algunas especies de
cianobacterias (Cerniglia et af, 1979). Recientcmente se han propuesto vias alternas
para géneros especificos de bacterias y levaduras, pues algunos de estos organismos
poseen genes especiales para la biodegradacidn de tolueno y benceno (Smith, 1994,
Neilson, 1994).
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VIIL CONCLUSIONES

1. - Las descargas de aguas municipales han elevado el nfimero de bacterias,
provocando la presencia de Vibrio, Salmonella y Escherichia coll, agentes causales
de enfermedades de importancia médica; poniendo en riesgo la salud de la
poblacién y la fauna cercana al lugar.

2.~ Sc realizd el aistamiento, purificacidn e identificacion de las especies:
Pseudanabaena  acicularis  (filamentosa),  Synechococcus  elongatus ¥
Chroococcus dispersus var minor (unicelulares).

3. - El medio Bg 11, permite el crecimiento de las tres especies de cianobacterias,
proporcionando una buena vigorosidad a las células.

4, - Se demostré la degradacidn de tolueno m- y p-xileno, por las especies
P. acicularis y C. dispersus. Mientras que S elongatus, no presenta dicha
capacidad.

5. - El naftaleno, causa inhibicidn sobre las especies unicelulares y provoca
despigmentacion en P. acicularis.

6. - El crecimiento de cianobacterias en la laguna Santa Alejandrina, indica la
biorrestauracion del cuerpo de agua por via natural, donde dichas especies, aportan
oxigeno por via fotosintética para la transformacién de complejas mezclas de
hidrocarburos y participan en la degradacion de algunos derivados; contribuyendo a
una biodegradacidn mis eficiente, en menor tiempo ¥ de manera natural.
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IX. SUGERENCIAS

Este estudio constituye solo la primera parte de una serie de investigaciones,
de cuyos resultados depende ef comienzo de la biorestauracién de ambientes
contaminados con hidrocarburos.

En estc trabajo no se corroboré ninguna via para la degradacian del toluene,
naftaleno, m- y p-xileno; sin embargo seria recomendable para proximos trabajos,
estudiar las vias de degradacion que siguen las cianobacierias en la transformacién de
hudrocatburos (tanto lineales como aromadticos), analizar si dichos microorganismos
poseen genes cspeciales para la degradacién de ciertos compuestos v cuantificar las
tasas de biodegradacién de varias especies, seleccionando aquellas que se destaguen
por su resistencia a la toxicidad de los hidrocarburos.

Otro aspecto importante que se observd durante esta investigacion fue la
depigmentacion de las células al entrar en contacto con el hidrocarburo, por tanto seria
recomendable realizar una ¢valuacién de los pigmentos (¢j. clorofila a), para conocer
el medanismo de esta respuesta.

Por iHimo se sugicre la formacion y evaluacion de consorcios, donde la accién
comjunta de bacterias y lcvaduras con altas tasas de degradacién, embebidas en los
mantos de cianobacterias transformen complejas mezclas de hidrocarburos de manera
eficiente y natural.
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CUADRO 1. Géncros de microorganismos degradadores de hidrocarburos,
aislados de ambientes acudticos (Parkinson, 1973; Schwartz y Leathen, 1976;
Cerniglia ef af, 1980 (a);Floedgate, 1982; Girard, 1988; Wilson v Joncs, 1993; Al

Hasan ef al, 1994; Sovkhoh ef al, 1995).

BACTERIAS HONGOS LEVADURAS
FILAMENTOSOS
Achromobacter Absidia Candida
Acinetobacter Acremonium Cryptococcus
Actinomyces Aspergillus Debaryomyces
Aeromonas Botrytis Endomyces
Alcaligenes Cephalosporium Hansenula
Arthrobacter Chaetominum Mycotorula
Bacillus Chioridium Pichia
Bacterium Cladosporium Rhodotorula
Beneckea Colletotrichum Torulopsis
Brevibacterium Cuninghamella Trichosporon
Corynebacterium Dematium Saccharomyces
Flovobacterium Fusarium
Methanomonas Gliocladium
Micrococeus Graphium CIANOBACTERIAS
Micromonospora Helicostylum
Mycobacterium Helminthosporium Agmenellum
Nocardia Monilia Anabaena
Proactinomyces Mucor Aphanocapsa
Pseudobacterium Oidiodendron Coccochloris
Pseudomonas Puaecilomyces Microcoleus
Sarcina Penicillium Nostoc
Spirillum Rhizopus Oscillatoria
Strepromyces Scolecobasidivm Phormidium
Vibrio Spicaria
Syncephalasira ALGAS
Trichoderma
Amphora
Chlgmydomonas
Chorella
Cylindrotheca
Petalonia
Porphyridium
Profotheca

Ulva
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FIGURA 6. Intensidad luminosa (lux), proporcionada por siete imparas
(SYLVANIA), a 25 em de separacién de los cultivos.

Area de iluminacion: 2400 cm?,

10 cm

10em

633 924 912 869 | 629 | 230

468 590 664 588 459 3217

337 1 407 | 429 | 366 | 307 | 256

234 253 264 238 190 175
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FIGURA 7. Frasco con muestra de agua, tomada en la laguna “Sanfa
Alejandrina”; es importante remarcar el color verdeazul (V) y la mancha de
petiréleo en la parte superior del frasco (P).
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FIGURA 8. En la fotografia se observa, el tono verde azul caracteristico de un
crecimiento masivo de cianobacterias, después de 15 dias de cultive (Frasco MB).
En el frasco marcade econ MC, se observan filamentos de cianobacterias
adheridos a las paredes; mientras en el frasco con las iniciales MA, no se obtuvo
registro de crecimiento,
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CUADRO 2. Microorganismos abscrvados en las muestras de agua y sedimento
de la laguna “Santa Alejandrina®™, Las claves utilizadas para la identificacion de

algunoes géneros corresponden a Mervin, 1989,

Miereorganismos Géneros Porcidn representativa
Bacterias Heterdtrofas marinas 4.9 %10
Escherichia coli 4.3x 10"
Salmonella 1.2x 10
Vibrio 1.9x 10°
Cianobacterias Filamentosa Muy abundante
Unicelulares Muy abundante
Clorofitas Chlorella Abundante
Closterium Excasa
Scenedesmus Abundante
Protozoarios Phacus Regular
Euglena Excasa

CUADRO 3. Antibi6ticos y hales de inhibicién; resultados del antibiograma
aplicado a las colonias aisladas de las muestras originales.

Antibidtico Hatlo (mm) Sensibilidad
Ampicilina 14 Intermedia
Cefoxitina 8 Resistente
Cloranfcnicol 27 Suceptible
Estreptomicina 21 Suceptible
Kanamicina 24 Sugeptible
Penicilina G 14 Resistente
Tetraciclina i1 Resistente




15 dias 20 dias 25 dias

FIGURA 9. En esia serie de fotografias, se observa el crecimiento progresivo en
las placas durante 30 dias, como es evidente los filéros se cubren totalmente a los
15 dias de incubacién, presentando un tono verdeazul brillante (fotografia 4),
mientras que al termino de los 30 dias, el color cambia de verde fuerte a amarillo
obscuro, indicando la muerte celular,
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FIGURA 10. Micrografia de barrido de células de Chroococcus dispersus Niegeli
1849 var. minor Smith 1920, en division (16000 X).
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FIGURA 11. Micrografia de barrido de una célula de Synechococcus elongatus,
Naegeli 1849 (16000 X).
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FIGURA 12. Micrografia de barrido de una red de filamentos de Pseudanabaena
acicularis, Nygaard 1949 comb.n. basionym: Oscillatoria limnetica, Leem var

acicularis, Nygaard 1949 (4000X).
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FIGURA 13. En la fotografia se observa el crecimiento de cianobacterias en
diferentes medios de cultivo: MN (m), Cg 10 (c), F/2 (f) y Bg 11 (b), con 20 dias
de incubacién; es importante remarcar las diferentes tonalidades que presenta
cada medio.
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FIGURA 15. Fotografia que muestra la tonalidad adquirida por los cultivos al
finalizar la etapa de degradacién de hidrocarburos. El matraz con la letra (n),
corresponde al crecimiento en naftaleno; el matraz de la derecha, marcado con la
letra (), pertenece al crecimiento de cianobacterias sobre tolueno. En la
fotografia inferior, se observan los crecimientos en m-xileno (m) y p-xileno (p).
Las flechas seiialan el crecimiento de las redes de P. acicularis en las paredes de

los matraces.
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ANEXO 1. Preparacién de buifer fosfatos con ghutaraldehido (Métodos
normalizados, 1989), para fijar muesiras de microsedpio electrénico de barride,

Para prcparar el buffer fosfatos se agrega a un litro de agua destilada las
siguicntes soluciones:

Soluciones Stock ml
a 1.25
b 5

La solucién a, se prepara con 34 g de fosfato de potasio monobdsico
(KIHaPOy), en 560 mi de agua destilada. La solucidn b, necesita 50 g de sulfato de
magnesio (MgSQy), en 1000 ml de agua destilada.

Después de preparar el buffer se ajusta a pH 7.0 y se distribuye cn frascos con
100 m!; se agrega 4 ml de glutaraldehido a cada frasco y se esterilizan.

ANEXO0 2. Medios de cultivo para cianobacterias (Mclachlan, 1973; Nichols,
1973; Leborgne, 1991; Borewitzka, 1992).
* MEDIOS DE AGUA DULCE.
- Medio BG - 11

A un litro de agua destilada se adicionan las siguicntes sales (macronutrientes):

Elementos Cantidad

NaNO; 15g
K,HPO, 40 mg

MpS0, - 7H;O 75 mg
CaCly - 2 H.O 36 mg
Acido citrico 6 mg
Citrato de amonio ferrico 6 mg
Na, - EDTA 1 mg

NuCO4 20mg
Elemgcatos traza 1 ml

La solucién dc elementos traza {micronutrientes), se prepara a paric con las
siguientes sales en vn litro de agua destilada:
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Elementos Cantidad
) H3BO; 286 g
MunCly - 4 H20 1.8l g
ZnSQy, - 7 H0 222 mg
| Nay Mo0y - 2 H,O 390 mg
| Cu 504 - 5 H0 79 mg
Co{(NOs), - 6 HyO 494 mg

Al terminar de agregar todas las sales, el medio se ajusta a pH de 7.5 y se
esteriliza. Después de la autoclave se adiciona por medio de filtracién 8 pg/ml de
vitamina Bia.

- Medio BG - 11 “cnriguecido®

Este medio se utilizo solo en la etapa de aislamiento, se prepara con las
mismas concentraciones de sales y pH del medio Bgll, mds 1.2 g/l de buffer HEPES,
Después de la autoclave se adiciona nistatina y cliclohexamida a una concentracion de
100 pg/ml (Ferris v Hirsch, 1991).

ol cdio Cg - 10__:

Se preparan 7 soluciones stock de macronutrientes, cada una disuehta en
100 mi de agna destilada, de las siguientes sales:

LElementos Cantidad
Mg 804 - 7 H;0 250 mg
| K:HPO, lg
Ca [NO3]» - 4 H,0O 25mg
KNO; 'g
Na; - EDTA 10 mg
Fey [SO4]3: 6 IO ‘4mg
Glicilglicina lg

Después se agrega cada una de las soluciones hasta formar un voltimen de 700
ml {es importante agitar en cada adicién). A continuacidén se agregan 300 mi de agua
destilada y un ml de la solucidn de micronutrientes.

La solucion de micronutricntes, se prepara en un litro de agua destilada con las
siguientes sales vy s¢ ajusta a un pH de 8.5.
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Elementos Cantidad
| _ H3B03 2.86 g
MnCl; - 4 HyO 1.81 g
ZnSQy - THO 222 mg
MoO; (85 %) 18 mg
CuS04 - 5 H0 79 mg
CoCly - 6 H,O 10 mg

Por dltimo la solucion finzd (1000 mi) se ajusta a un pH de 8.0 y se esteriliza.
La glicilglicina se agrega al final por medic de filtracion.

* MEDIOS MARINOS.
El agua de mar utijizada en la preparacién de estos medios, se recalecté en el Golfo de

México.

- Medio F/2 Guillard.

A un litro de agua de mar previamente filtrada (con papel Whatman No. 1) ¥
aficjada, se agregan las signientes sales:

Elementos Cantidad

NaNQ; 75 mg
NaHPQ, - H,0 5Smg
NaySi0; - 9 H;0 30 mg

Tiamina - HCl 100 pg
Biotina 0.5 pg
Vitamina B)» 0.5 ug
Solucion de clementos traza 1 mi

La solucién de elementos traza se prepara en un litro de agua destilada, con los
elementos:

Flementos Cantidad

Na; -EDTA 436 g
FECI;;‘GHQO 3.15g
MnCl; - 4 HO 180 mg
CuS0, - S H,0 10 mg
ZnSQy - T HO 22 mg
COClz -6 Hzo 10 mg

Na; MoQy - 2 H,O 6 mg

Por Gltimo el pH se ajusta a 7.4, se esteriliza y s¢ adiciona por filtracion la
tiamina, biotina y la vitamina By .
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- Medio MN.
A 750 ml de agua de mar filtrada se adicionan 250 m! de agua destilada més

Jos siguientes elementos:

Eiementos Cantidad
MpS0O, - 7H,O 40 mg
CaCl, - 2 H;0O 20 mg
NalNO; 750 mg
KzHPO, 3 HyO 20 mg
Acido citrico Img
Citrato de amonio ferrico Img

Nay - EDTA 0.5 mg

Nap C03 20 mg
Elementos traza 1 mi

La solucion de elementos traza se prepara a parte en un litro de agua destilada

con las sigutentes sales:

Elementos Canfidad
HiBO; 286 g
WnCi; - 4 H,O 18l ¢
Zn SOy - 7 HaO 222 mg
Naz MOOq -2 Hgo 39 mg
CuS804 - 5H;O 79 mg

Co (NO3); - 6 HO 49.4 mg

Al terminar de adicionar todas las sales se ajusta el pH a 8.5 y se esteriliza,
Por Gltimo se adiciona 4 ng/ml de vitamina Byz .
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