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RESUMEN

En los ultimos anos se le ha dado un mayor énfasis al estudio de los cuerpos de
agua, para lo cual se han realizado diversos estudios que integran los factores vy
comunidades, tanto animales como vegetales que interactian en él, ya que
representan el recurso de mayor importancia para el hombre debido a que son
aprovechados como abastecimiento de agua, lugar de cultivo de algunas especies
de peces, sin dejar a un lado el uso recreacional y turistico. Existen algunos
géneros del fitoplancton que son utilizados como bioindicadores para la calidad del
agua, entre ellos encontramos al grupo de las cianobacterias siendo el principal
componente de florecimientos en cuerpos de agua eutrofizados. En los lagos y
embalses en México se han presentado serios problemas en lo referente a su
calidad de agua ademas de consecutivos florecimientos algales, como en el caso
del lago de Zumpango, donde se encuentran diversos géneros de cianobacterias
reportadas como toxicas como es el caso de Anabaena. Su estudio en el
laboratorio requiere de ciertas técnicas de cultivo, sin embargo en estos cultivos se
pueden perder algunas caracteristicas morfolégicas importantes para su
identificacion taxonémica haciendo mas dificil su determinacién. Es por ello que se
han complementado técnicas para facilitar su identificacion como la determinacion
de acidos grasos celulares (AGC) por Cromatografia de Gases. Debido a esto en
el siguiente estudio se obtuvo un cultivo unialgal del género Anabaena, aislada del
Lago de Zumpango y cultivada en Medio BG11, determinando su perfil de AGC
por la técnica de Cromatografia de Gases, obteniendo como principales acidos
Palmitoléico (16:1°), Palmitico (16:0), Linoléico (18:2%'?) y Elaidico (18:1°) con
836, 729, 602, 451 ng/mg respectivamente. Ademas se identificaron dos acidos
importantes; el acido Miristico (14:0) que se encuentra relacionado con cepas
hepatotoxicas y el acido e -Linolénico (cis-6, 9, 12-octadecatrienoato), el cual
sirve como biomarcador para diferenciar entre bacterias y cianobacterias.



Analisis cromatografico Anabaena spp. Nancy Garcia Roa

I. INTRODUCCION

El fitoplancton de muchos lagos, especialmente aquellos con altos niveles tréficos
esta constituido por grandes colonias, que bajo determinadas condiciones
ambientales formaran florecimientos de cianobacterias. Debido a su éxito en los
sistemas de aguas continentales, las cianobacterias son el grupo de organismos
fitoplancténicos mejor estudiados en su ecologia (Martin, 2000).

Las cianobacterias, son organismos procarioticos con un registro fosil que data de
3,500 millones de afos y estan considerados como una liga entre procariotes y
eucariotes fotosintéticos (Caudales-Wells, 1992). No tienen flagelos, sin embargo
presentan una velocidad y direccion de su movimiento dependiendo de la
iluminacién y de la temperatura en la que se encuentren. En determinadas
condiciones pueden encontrarse en la célula aerotopos que ayudan a la flotacién
de algunas especies (Scagel et al, 1980). En los ordenes Nostocales vy
Stigonematales, se observa a lo largo del tricoma, ya sea intercalares o
terminales, células especializadas llamadas heterocitos, los cuales cuentan con
una enzima fijadora de nitrégeno, la nitrogenasa, sensible al oxigeno y su numero
esta regulado por la concentracion de molibdeno y nitrégeno en el medio (Fogg et
al., 1978; Robin, 1987).

Presenta un color particular que es el verde azul aunque varia en coloraciones
negras o pardas, debido a la presencia de varios pigmentos. Su estructura celular
tiene caracteristicas tanto de bacterias como de plantas, como lo es la ausencia
de limites en plastidios y nucleo ademas de la estructura de la pared celular en el
caso de las bacterias y la presencia de clorofila a, tilacoides y la funcion como
productores primarios para el caso de plantas (Edward, 1989; Anagnostidis, 1985).
Se encuentran en diferentes sustratos, en forma de manchas incrustadas, de
almohadillas macroscoépicas 0 en capas viscosas sobre las superficies mojadas de
las rocas, del suelo, arena, arboles y en simbiosis con liquenes, hongos,
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diatomeas, helechos, raices y protozoarios. Una parte importante de ellas viven
flotando libremente como formas plancténicas en los diferentes medios acuaticos
(Scagel et al., 1980).

La pared celular de las cianobacterias se forma de cuatro capas y una de sus
caracteristicas mas importantes, es que a pesar de su estructura Gram-negativa,
la capa de peptidoglucanos (mureina), es considerablemente mas gruesa que las
mismas bacterias Gram-negativas, ademas de tener otros componentes como

carotenoides o el &cido graso B-hidroxipalmitico (Hoiczyk—Hansel, 2000).

Cuando los lagos se tornan eutréficos, la diversidad del fitoplancton disminuye, lo
que lleva al cuerpo de agua a estar practicamente dominado por cianobacterias.
Entre las causas descritas para su dominio se encuentran temperaturas elevadas,
entre 18 y 20° C, requisitos de luz-energia, siendo Optimas en las estaciones de
primavera a otono, la capacidad de fijar nitrégeno atmosférico, pH alto (6.5 a 8.5),
tasa baja de filtracion por el zooplancton y la formacién de vesiculas de gas
(Martin, 2000). Dichos microorganismos se reconocen como el componente de los
florecimientos algales dafinos (Blooms en lengua inglesa) en cuerpos de agua, los
cuales tienen efectos perjudiciales en los usos domésticos, industriales vy
recreacionales a los que se destina el agua, asi como también el afectar y en
ocasiones producir la muerte a diversos organismos por la produccién de

metabolitos tdxicos (Hori et al., 2002).

La diferenciacion entre las especies téxicas y no toxicas no esta del todo claro, por
lo que es ilicito hablar de toxicidad a nivel de género. La toxicidad depende de las
cepas y no de las especies, pudiendo coexistir en un mismo sitio cepas de la
misma especie, toxicas y no toxicas (Pizzolon, 1996). Las toxinas pueden ser
daninas y depende principalmente de su concentracién y su capacidad para
originar efectos agudos y crénicos en el hombre, en vegetales y animales
domésticos y silvestres. Los géneros considerados mas toxicos son Anabaena,
Microcystis, Oscillatoria, Nostoc y Aphanizomenon (Nhoato, 2001).

Biologia UNAM-FES IZTACALA 7
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Los géneros Anabaena y Oscillatoria, producen una toxina llamada Anatoxina-a
(antx-a), la cual es un despolarizante neuromuscular y agente bloqueador de la
despolarizacién post-sinaptica, el producto téxico es de tipo érgano-fosforado
natural con una estructura quimica similar a la que tienen los insecticidas

sintéticos como el paratién-malation (Carmichael, 1994).

La taxonomia de las cianobacterias se basa en caracteristicas morfologicas,
fisiologicas y ecoldgicas. Para el género Anabaena existen algunas dificultades en
lo que se refiere a su identificacién ya que la mayoria de las ocasiones se basa
principalmente en caracteristicas morfoldégicas como lo son la forma del tricoma y
del acineto, tamano de células y posicion relativa de los heterocitos, sin embargo
estas caracteristicas pueden variar en su forma e incluso estar ausentes debido a
las condiciones de cultivo. Aparentemente las especies planctonicas de Anabaena
requieren mas estudios taxonémicos a los que se les incorporan no solamente
caracteristicas morfolégicas sino también factores fisiol6gicos, quimicos vy

genéticos.

En el lago de Zumpango asi como en otros cuerpos de agua que forman
importantes sistemas de abastecimiento se presentan constantes florecimientos
de cianobacterias y algunos de los géneros pueden ser utilizados como
suplemento alimenticio, biofertilizantes o degradadores de petréleo. Sus
metabolitos secundarios son estudiados como bactericidas (Jdstensvik et al., 1998,
Mundt et al., 2003), sin embargo dichos metabolitos también se consideran tdéxicos
representando un problema latente para la salud asi como para la calidad del
agua, debido a esto se han desarrollado técnicas de aislamiento y cultivo para el
estudio integral de las cianobacterias como es el caso del laboratorio de
Bacteriologia del proyecto Conservacion y Mejoramiento del Ambiente (CyMA),
dichas técnicas no solo han sido utilizadas en el campo ecoldgico si no también en
lo referente a su composicion quimica como herramienta para determinacion
taxondmica a partir de sus &acidos grasos celulares (AGC). Una herramienta
importante para el andlisis de los acidos grasos es la Cromatografia de Gases de

Biologia UNAM-FES IZTACALA 3
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alta resolucién ya que es una técnica rapida para la determinacién tanto cualitativa
como cuantitativa de dichos componentes y la cual se utiliza en la taxonomia de
diferentes grupos como bacterias (Holt, 1984) y levaduras (Paredes et al., 2001);
aungue en otros paises dichas técnicas ya han sido desarrolladas y aplicadas para
el grupo de las cianobacterias, en México existen pocos trabajos de este tipo. En
nuestro pais, estos organismos ya han provocado problemas en algunos cuerpos
de agua, como se ha observado en el lago de Zumpango, Estado de México y por
lo cual se le ha dado un enfoque mayor a su estudio. El género Anabaena ha sido
uno de los principales componentes de cianobacterias en los lagos eutrofizados y
algunas de las especies presentes en México son consideradas como toxicas. Es
por ello que este trabajo tiene como principal propésito el estudio del perfil
cromatografico de Anabaena sp. informacién que servira para investigaciones

posteriores en el campo de su toxicidad.

Biologia UNAM-FES IZTACALA 4
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Il. ANTECEDENTES

Para el mejor estudio de estos organismos se han desarrollado métodos de
aislamiento y purificacion, como se describe en el trabajo realizado por Carmichael
(1986), en el cual realizé cultivos de cepas toxicas entre las que se encuentran
Anabaena flos-aquae, Aphanizomenon flos—aquae, Microcystis aeruginosa vy
Oscillatoria agardhii. Asi mismo, Krishnamurthy y colaboradores en el mismo afo,
ademas del aislamiento de Anabaena flos-aquae, realizaron una caracterizacion y

purificacion de sus péptidos toxicos.

Beasley et al. (1989), estudiaron los aspectos toxicos mas importantes de
cianobacterias, identificando las principales toxinas y su efecto, entre las que
destacan Microcystis aeruginosa, M. viridis, Anabaena flos-aquae, Oscillatoria
agardhii, dichos géneros producen hepatotoxinas estas toxinas provocan
hemorragias intrahepéticas, hipoglucemia resultando en una insuficiencia hepatica
principalmente en animales de casa y ganado, sin embargo existe un caso de
hepatoenteritis en humanos registrado en la isla Palm en la costa noroeste de
Australia causado por Anabaena raciborski.

Roset et al. (2001), realizaron una revision para la deteccién de cianobacterias y
sus toxinas, haciendo referencia a diversas publicaciones acerca de las primeras
intoxicaciones de poblaciones humanas por el consumo de agua contaminada por

cepas toxicas descritas en Australia, Inglaterra, China, Africa y Brasil.

May (2002), dio a conocer un estudio, acerca de los florecimientos consecutivos
de cianobacterias en Australia, encontrando como especie mas abundante
Anabaena circinalis estudiando los factores que afectan la toxicidad de este

genero.

Biologia UNAM-FES IZTACALA 5
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Ramirez et al. (2002), estudiaron las variaciones de zooplancton en el embalse de
Valle de Bravo, México y asociado a este estudio encontrando diversos géneros
de cianobacterias consideradas como téxicas: Anabaena, Microcystis, Nostoc y
Oscillatoria.

Garduno et al. (2005), realizaron un trabajo bibliografico acerca de algas
epicontinentales de estudios realizados en embalses y lagos de 56 localidades del
Estado de México, observando la presencia de 6 especies del género Anabaena,

de las cuales A. affinis, A. flosaquaey A. variabilis, son reportadas como téxicas.

Ademas de las investigaciones anteriormente mencionados se han expuesto en
congresos diversos trabajos, en los que destacan la identificacién de cianotoxinas
Ramirez et al. (2001), Martinez et al. (2002) y Millan et al. (2002), estudiaron la
presencia de cianobacterias y determinacion de toxinas en fuentes de
abastecimiento de agua ademas de las relaciones existentes entre fitoplancton y
cianobacterias con la salud humana segun Ramirez et al. (2004).

El conocimiento integral de estos organismos ha llevado a realizar diversos
estudios en lo referente a su composicion quimica. Segun Zajic (1970), las
primeras publicaciones sobre la composicién de acidos grasos de la pared celular
de cianobacterias fueron realizadas por Mazur y Clarke en 1942 con el género
Gloeotrichia sin embargo aun no estaba estandarizada la técnica de cromatografia
de gases, separando solo los acidos en saturados e insaturados; fue hasta 1964
con Levin y colaboradores, que se realizo la identificacién de acidos grasos por la
técnica de Cromatografia de Gases (CG), en la cual fue examinada Anabaena

variabilis.

Cohen et al. (1987, 1991) estudiaron la composicién de acidos grasos de la
cianobacteria Spirulina, (actualmente muy utilizada como suplemento alimenticio
en humanos) asi como su variacion en diferentes condiciones de cultivo. Al igual

que este autor, Piorreck (1984), ademas toma en cuenta la produccién de &cidos
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grasos, proteinas totales y biomasa; asi como clorofila entre las algas verdes y las
cianobacterias en diferentes concentraciones de Nitrogeno y fases de crecimiento.

Caudales y Wells (1992), con base en la determinaciéon de los acidos grasos
celulares de cianobacterias benténicas en los géneros Anabaena y Nostoc,

encontraron diferencias significativas entre estos dos géneros.

De acuerdo a la clasificacién de cianobacterias a partir de sus acidos grasos
realizada por Kenyon (1972) y Kenyon et al. (1972), quién las dividié en cuatro
grupos, divisiones confirmadas por Murata et al. (1992), Cohen en 1995, propone
un quinto grupo posible, en el que agrupa a los acidos grasos polinsaturados Cig
con no mas de 2 dobles enlaces.

Vargas et al. (1998), determinaron el contenido de acidos grasos de filamentos de
cianobacterias fijadoras de nitrdgeno, como lo es Nostoc, y Anabaenopsis,
encontrando cambios en la composiciébn durante las fases estacionaria vy
exponencial de crecimiento, presentdndose altos niveles de acidos grasos
polinsaturados (PUFAs), asi como de saturados (SAFAs) con valores de 45% vy
31-52% respectivamente siendo bajos los acidos grasos monoinsaturados
(MUFAs).

Li Renhui y Watanabe (2001), determinaron 7 especies de Anabaena mediante el
analisis del contenido y perfil de &acidos grasos y lo compararon con las

propiedades morfolégicas de cada especie.

Gugger et al. (2002), analizaron el contenido de acidos grasos celulares de 7
géneros de cianobacterias como Anabaena, Aphanizomenon, Calothrix,
Cylindrospermum, Nostoc, Microcystis y Planktothrix, de acuerdo a los analisis
realizados se determinaron tres grupos quimicos con base en el contenido de sus
acidos grasos y las caracteristicas morfolégicas de estos organismos.

Biologia UNAM-FES IZTACALA 7
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Hasta la fecha se han realizado diversas investigaciones en este grupo de
organismos referente a su composicion quimica, en diversos paises, sin embargo,
en México, a pesar de que el grupo de las cianobacterias es muy estudiado en
conjunto con otros organismos como indicadores de la calidad del agua en lagos
eutrofizados, no existen trabajos que se relacionen con el estudio de su
composicion quimica como herramienta taxonomica. Sin embargo existe una
investigacién realizada por Gonzalez (1976), donde se determind la composicion
de acidos grasos por Cromatografia de Gases en Nostoc, aislada de las raices de
la cicadacea coraloide del género Macrozamia, este trabajo fue una colaboracion
con el Instituto de Ciencias Marinas de Port Arkansas, Texas, en donde se realiz

el analisis cromatogréfico.
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lll. MARCO TEORICO

llla. CROMATOGRAFIA DE GASES

La cromatografia es Unica en la historia de los métodos analiticos y probablemente
la mas versatil y funcional técnica del analisis moderno, ya que separa una mezcla
en sus componentes individuales ademas determina cuantitativamente la cantidad
de cada componente (Scout, 1995). Su fundamento consiste en la separacion de
diferentes tipos de moléculas cuando descienden por una columna o atraviesan
una delgada capa de material inerte, en ambos casos existe una sustancia que
proporciona una elevada interaccién superficial con el compuesto a analizar. Si las
moléculas son absorbidas por la superficie se le denomina cromatografia de
adsorcion y si se disuelve en una delgada superficie liquida es cromatografia de
reparto (Robinson, 1974).

Los primeros trabajos de cromatografia se realizaron en 1850 cuando F. Runge
separé una mezcla de anilinas utilizando un filtro de papel y solvente para la
separacion de diversos colorantes. Tswet en 1906, utilizd columnas de gas
empacadas para separar pigmentos vegetales, llamando a este proceso
cromatografia de tintas (Gonzélez, 1987).

Una de las ramas importante en la cromatografia es la cromatografia gas-liquido,
la separacién se basa en el reparto de los componentes entre dos fases, la fase
movil es un fluido que se usa como portador de la mezcla y posteriormente la
separacion. La fase estacionaria puede ser un solido o un liquido dispuesto sobre
un sélido que actie como soporte, la fase movil es la mezcla a resolver y un gas
no retenible, llamado Gas transportador, que sirve para empujar dicha mezcla y
los componentes después de su separacion (De Gracia, 1975), esta basada en el
trabajo de investigacién de James y Martin, en 1952 demostrando por primera vez

el gran interés potencial de la cromatografia para la separacion e identificacion de
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aminoacidos (Robinson, 1974), ademas de describir el primer cromatégrafo, la
publicacién del primer cromatograma fue hecha por Ray en 1954 (Gonzélez,
1987).

El cromatografo de Gases consiste principalmente en: 1. Gas acarreador (con
reguladores de presién y medidores de flujo), 2. Sistema de inyeccion, 3. Horno, 4.
Columna de separacién, 5. Detector, 6. Integrador (Willard et al., 1991).

Detector
Inyector 5
2

Regulador
de presion [ I

| —— |

HHREERER

-]
Integrador (:r-:_-_ma_u'_o_g_lig_lpa

Columna

Gas Acarreador

En la cromatografia de gases, la forma de trabajo mas frecuente es la separacion
por elucion y se desarrolla de la siguiente forma: el gas portador circula a lo largo
de la columna de manera continua, es introducido en la corriente del gas portador
una muestra de la mezcla a resolver en estado de vapor. El gas portador se
comporta como un embolo y arrastra a los componentes a lo largo de la columna
donde sucesivamente, se realizan los procesos de retencién y liberacion de los
componentes de la mezcla a distintas velocidades estos datos son graficados en
forma de picos gausianos en un cromatograma donde se puede apreciar el tiempo
de retencién de la muestra (RT) y el area de cada pico la cual nos indica la
cantidad de cada componente, observando asi que ésta técnica es una
herramienta analitica no solo cualitativa sino cuantitativa (De Gracia, 1975).
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llb. ACIDOS GRASOS

Los lipidos son un grupo heterogéneo de sustancias cuya caracteristica comun es
ser insolubles o poco solubles en agua y solubles en disolventes organicos, los
acidos organicos monocarboxilicos, comunmente llamados acidos grasos forman

parte de este grupo (Blanco, 1996).

Los acidos grasos (AG) son parte importante de los organismos vivos, se
encuentran en grandes cantidades como componentes de los lipidos
saponificables, en células y tejidos, sin embargo en estado libre es decir, no
esterificados, se encuentran en trazas. Poseen una cadena hidrocarbonada con
un grupo carboxilo terminal. Se encuentran AG saturados e insaturados, con
enlace sencillo y doble respectivamente, También enlaces triples aunque no son
abundantes (Lehninger, 1991) (Tabla 1).

Tabla 1. Acidos grasos comunes en la naturaleza, Voet (1995).

Simbolo Nombre comun Nombre sistematico Estructura *P.F. (¢C)

Acidos grasos saturados

12:0 Laurico Dodecanoico CHze (CH2)10e COOH 442
14:0 Miristico Tetradecanoico CHze (CH2)12¢ COOH 52

16:0 Palmitico Hexadecanoico CHze (CH2)14¢ COOH 63.1
18:0 Estearico Octadecanoico CHgze (CH2)1se COOH 69.6
20:0 Araquidico Eicosanoico CHze (CH2)1ge COOH 75.4
22:0 Behenico Docosanoico CHze (CH2)20e COOH 81

24:0 Lignocérico Tetracosanoico CHgze (CH2)200 COOH 84.2

*P.F. — Punto de fusién

Acidos grasos insaturados (Los dobles enlaces son cis)

16:1 Palmitoléico 9-Hexadecenoico CHjs (CH2)sCH=CH (CH,);COOH -0.5
18:1 Oleico 9-Octadecenoico CHs(CH2);CH=CH (CH.);COOH 13.4
18:2 Linoléico 9,12-Octadecadienoico CHs(CHz)4(CH=CHCHz)2(CH2)sCOOH -9
18:3 e-Linolénico 9,12,15-Octadecatrienoico CH3CH2(CH=CHCH;)3(CH2)sCOOH -17
18:3 * -Linolénico 6,9,12-Octadecatrienoico CHa(CHz)4(CH=CHCH_)3(CH2)sCOOH

20:4 Araquidonico 5,8,11,14-Eicosatetraenoico ~ CHs(CHz)s(CH=CHCH)4(CH).COOH -49.5
20:5 EPA 5,8,11,14,17-Eicosapetanoico = CH3CHx(CH=CHCH:)s5(CH.).COOH -54
241 Nervonico 15-Tetracosenoico CHs(CHz)7CH=CH(CHz)1sCOOH 39
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Debido a que los AG se encuentran en pequefias cantidades en estado libre (no
esterificado), es necesario realizar una esterificacion para conocer que tipos se
encuentran en un microorganismo. La esterificacidn consiste en hacer reaccionar
un &cido carboxilico con un alcohol para formar un éster, eliminando agua en la

reaccion. (Alcantara, 1979).

O O
4 VA
R—C\ + OH-R'— R—C + H,0
OH Alcohol N O—R’
AG éster

La esterificacion se presenta de la siguiente forma:
1) Protonacién del oxigeno del grupo carboxilo del acido organico.

N

) Ataque nucleofilico por parte del alcohol sobre el acido protonado.

wW

) Pérdida de un protén.

I

) Protonacién del intermediario.

a

) Pérdida de una molécula del agua.
6) Pérdida de un protdn para dar el éster y regenerar el catalizador.
(Beyer, 1987)

+ H,0
@] o O—H
/ catalizador ” a4 |
R—C_ +OH—CH; + CH;ONa &= R—C—CH;0 + Na — R—Cli—OCH3
OH Mwmnl  meme W' G_cH, 0—CH;

AG

H+
O"QHJ o \j o
| + I I
R—C —<OCH; + Nax — R—(i: + NaOCH; —» R—C

I
O—CH; O—CH; O—CH;

éster metilico
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Illc. TAXONOMIA DE Anabaena.

Las cianobacterias son procariontes fototrépicos que tradicionalmente son
estudiados como algas. Su sistematica tradicional se basa principalmente en
caracteres morfolégicos, citolégicos y ecofisioldégicos. Algunos autores utilizan
diferentes términos para denominar a las cianobacterias, dependiendo el tipo de

nomenclatura utilizada (Anagnostidis, 1985).

En la clasificacion sisteméatica de algas son consideradas como
cyanoprocariontes. El género Anabaena se encuentra en el orden Nostocales y en

la Familia Nostocaceae y se describe de la siguiente manera:

e Tricomas tipicos con una fila de células.

e Tricomas solitarios o colonias mucilaginosas.

e Presencia de heterocitos y/o acinetos, intercalares o terminales.

e Ausencia de ramificaciones (falsas o verdaderas).

e Ausencia de zonas meristematicas limitadas.

e Reproduccion por hormogonia mévil u hormocitos en el cuél los tricomas

se desintegran (Komarek, 1989)

El género Anabaena tiene tricomas mas o menos rectos reunidos en talos de
color verde azulado, rodeados por una envoltura gelatinosa apenas visible.
Células casi esféricas. Los tricomas presentan heterocitos y acinetos. Los
heterocitos son células de contenido casi incoloro, con pared muy engrosada,
cuya funcién es fijar Nitrdgeno atmosférico. Los acinetos son, sin embargo, células
vegetativas, mas grandes que las anteriores, con paredes engrosadas ricas en
sustancias de reserva, que, después de un periodo de latencia, germinan dando
lugar a un nuevo tricoma. Soporta condiciones climaticas extremas (temperaturas
de 73°C) (Streble, 1987) (Figura 1).
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Fig. 1. Anabaena sp en cultivo unialgal "Imedio BG11(1 A) Agregado de
tricomas 20 X, B-E) Tricomas solitarios presentando el pigmento caracteristico
del grupo, F) Tricoma con presencia de heterocito 40 X (microfotografias:
Nancy Garcia Roa)
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Debido a que las cianobacterias pueden ser clasificadas en la nomenclatura
botanica también es importante su clasificacién en el punto de vista bacteriolégico.

Komarek, 1989 Manual de Bergey, 2001
Division: Cyanoprocarionte Dominio: Bacteria
Clase: Cyanophyceae Phylum BX: Cianobacteria
Subclase: | Hormogonophycideae | Clase I: Cianobacteria
Orden: Nostocales Subseccion IV
Familia: Nostocaceae Familia |
Subfamilia: | Anabaenoideae Forma de género I: | Anabaena
Género: Anabaena
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IV. OBJETIVOS

GENERAL

o Determinar los 4cidos grasos de Anabaena spp. en un cultivo unialgal.

PARTICULARES

o Aislar del lago de Zumpango y cultivar —en medio BG11— Anabaena spp.

e Determinar los acidos grasos de Anabaena spp. por la técnica de

cromatografia de gases de alta resolucion.
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V. MATERIAL Y METODOS

VIl a. Aislamiento y cultivo.

El muestreo se realizé en el Lago de Zumpango, Estado de México, a una altura
de 2,400 msnm. Las coordenadas geograficas del municipio son: 19%°43'12" y
19255’00" latitud norte, 98958’13" y 99°11’35" longitud oeste. Se tomaron un total
de cinco muestras (muestra viva) durante 6 meses, por medio de filtrado en una
red para plancton de 40 p. Las muestras se separaron por centrifugacion y
aislamiento de tricomas con pipetas pasteur. Anabaena se cultivd en medio BG-11
solucién 50X para cianobacterias (SIGMA) (Anexo), a una temperatura ambiente
de 28 + 2 °C (Allen y Stainer, 1968) e iluminacién continua con dos lamparas de
20W de luz fria a una distancia de 15 cm entre el matraz y la ldmpara en una

camara de acrilico.

VIl b. Preparacion de la muestra para esterificacion (Hausler, 1987).

Una vez obtenido un crecimiento 6ptimo (30 dias), se realiz6 la recoleccion de la
biomasa para su posterior centrifugacién a 15,000 rpm a 4°C durante 10 minutos
en una centrifuga refrigerada Sorvall RC-5B, posteriormente se separ6 el
sobrenadante y se le agregé 5 ml de solucidn fisioldgica al 0.85% volviendo a
centrifugar en las mismas condiciones dos veces mas. Una vez terminado este
proceso la pastilla obtenida se liofilizé6 aproximadamente durante10 hrs. a -50°C en
una liofilizadora Lyph Lock 4.5 modE2M5.

VIl c. Esterificacion (Glass, 1971).

De la biomasa liofilizada se pesaron 20 mg distribuyéndose en tubos de ensaye,
agregando posteriormente 1 ml de metdxido de sodio, solucibn A (anexo*)
agitando durante 5 minutos, posteriormente se agreg6 0.7 ml de metanol saturado

con gas cloro, solucién B*, agitando durante 30 minutos y por ultimo, 2 ml de
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solucion C* agitando durante 7 minutos. Una vez transcurridos estos tiempos se
agregé 1 ml de hexano agitando durante 5 minutos para extraer los ésteres
metilicos de los &acidos grasos, este procedimiento se repite dos veces,
depositando la capa transparente donde se encuentran los ésteres metilicos en
tubos de ensaye con sulfato de sodio anhidro para eliminar rastros de humedad,
una vez realizado esto, se separan en viales de microreaccion para evaporar con

nitrégeno (grado cromatografico) y concentrar hasta llegar a un volumen de 10 pl.

Del concentrado se tomé 1 ul para inyectar en el cromatégrafo. Todo el material
utilizado debe estar libre de grasas, para lo cual se realiz6 una limpieza previa del
material de vidrio con acetona, metanol y hexano destilados y secados a 150 2C

durante toda la noche.

La identificacidn, separacién y cuantificacion de los &cidos organicos, se realiz6 en
un cromatégrafo de gases con ionizacion de flama Hewlett Packard modelo 5890
A. El tipo de inyeccién fue de modo split. Para su separacion se utilizé una rampa

de temperatura programada como se aprecia a continuacion:

275°C(5 min.)

230 °C(0.0 min.) 10 °CG/min.

145 °C (1.0 min.)
2.5 °C/min.

2.5°C/min.
120 °C(1 min.)

La temperatura del detector fue de 270 °C, y 270 °C del inyector, la maxima
cantidad de area bajo la curva se obtuvo con un radio de particién de 20:1 y con
un flujo de arrastre de 30 ml/min. Se utiliz6 como gas acarreador Nitrégeno. Para
la identificacién de los &cidos organicos se utilizé6 un estandar externo de acidos
grasos metil esterificados CP mix 10 mg/ml Supelco Lote LB04445, ademas de un

estandar de un éster metilico adicional cis-6,9,12-octadecatrienoato (e -Linolénico)
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Alltech pureza 99%. Para asegurar la precision de la inyeccion, se utilizé el C28
como estandar interno (Chem service 0-227 n-Octacosane pureza 99% Lote 154-
63?) (Figuras 2 y 3).

Una vez obtenidos los cromatogramas y ya identificados lo picos contra el
estandar externo, se realizd la normalizaciéon de los datos obtenidos (tiempos de
retencion y areas de los picos), seleccionando el pico con mayor cantidad,
asignandole el 100% comparandolo con los demas picos y obteniendo de estos
también su porcentaje. A partir de esto se obtuvieron las siguientes medidas
descriptivas: Media, Error estandar, Desviacidén estandar, Coeficiente de variacién,
Minimo y Maximo. Posteriormente, las areas de cada pico fueron analizadas con
la hoja de calculo Excel, para determinar cuantitativamente los acidos grasos
presentes en el cultivo unialgal de Anabaena.
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* RUN # 2 MAY 20, 20883 168201205
START

RT

min.

( N> 2-hidroxidecanoato

e = Undecanoato
10.482 L r‘ w Dodecanoato
- & Tridecanoato
14.933 1 9 2.hidroxidodecanoato
3-hidroxidodecanoato
~ Tetradecanoato

[ __A3-metiltetradecanoato

20.109 L e

S °,°/12-metiltetradecanoato

3 Pentadecanoato
= 2-hidroxitetradecanoato _ .
=___ — ———3-hidroxitetradecanoato

c N w 14-metilpentadecanoato

K cis-9-hexadecenoato
—
e Hexadecanoato

= 15-metilhexadecanoato

25.027 L f
[~
-
R

3 cis-9,10-metilenehexadecanoato
— . . oo Heptadecanoato

( - © 2-h|drOX|hexade(:noato cis-9,12-octadecadienonato
30.950_ . S~ N cis-9-octadecenoato

C_- N S ﬁ trans-9-octadecenoato

3 Octadecanoato

35.299 L [.. § cis-9,10-metileneoctadecanoato

c ™ Nonadecanoato
39.509 [ » Eicosanoato
50.232 L

ouss)ju| Jepueysy
8¢0

STOP

Figura 2. Estandar externo de acidos grasos metil esterificados CP mix 10 mg/ml Supelco. Lote
LB04445 y estandar interno C28 Chem service 0-227 n-Octacosane pureza 99% Lote 154-63%.
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Undecanoato
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N 2-hidroxidecanoato

w Dodecanoato
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& Tridecanoato
o 2-hidroxidodecanoato
o 3-hidroxidodecanoato

QQIO'QL
I

~ Tetradecanoato

o 13-metiltetradecanoato

w© 12-metiltetradecancato

--------- o Pentadecanoato

s = 2-hidroxitetradecanoato
N 3-hidroxitetradecanoato

— & 14-metilpentadecanoato

QB?’UZ
T

& cis-9-hexadecenoato

689'6Z
]
1

_\./
o Hexadecanoato

o 15-metilhexadecanoato
= cis-9,10-metilenehexadecanoato

s = Heptadecanoato
© 2-hidroxihexadecanoato

N
D*

=—__N ¢is-9,12-octadecadienoato

13 cis-9-octadecenoato

E Octadecanoato

06?'09
I

™ trans-9-octadecenoato
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1
1

™ cis-9,10-metileneoctadecanoato

» Nonadecanoato

e = N Eicosanoato

* ¢is-6,9,12-octadecatrienoato

e

&

ztr'gg
8z2

Figura 3. Estandar externo de &cidos grasos metil esterificados adicionando el acido graso cis-

6,9,12-octadecatrienoato y estandar interno C28 Chem service 0-227 n-Octacosane pureza 99%.
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VI. RESULTADOS

En total se realizaron 60 corridas cromatogréaficas de las cuales se seleccionaron
un total de 41 cromatogramas que resultaron ser los mas representativos, se
determinaron 11 &cidos grasos, cuyos ésteres en orden de elucién fueron los
siguientes: Tetradecanoato (14:0), 3-hidroxitetradecanoato (14:0 3-OH), cis-9-
hexadecenoato (16:1%), Hexadecanoato (16:0), 15-metilhexadecanoato (i-17:0), 2-
hidroxihexadecanoato (16:0 2-OH), cis-9, 12-octadecadienoato (18:2%'?), cis-9-
octadecenoato (18:1%), trans-9-octadecenoato (18:1°), Octadecanoato (18:0) y cis-
9, 10-metileneoctadecanoato (19:0°) (Tabla 2, Figura 4).

Tabla 2. Esteres metilicos del cultivo unialgal de Anabaena.

No. de ] .
Pico Formula Nombre IUPAC Nombre comun

7 14:0 Tetradecanoato Miristico
12 14:0 3-OH 3-hidroxitetradecanoato
14 16:1° cis-9-hexadecenoato Palmitoléico
15 16:0 Hexadecanoato Palmitico
16 i-17:0 15-metilhexadecanoato
19 16:0 2 OH 2-hidroxihexadecanoato
20 18:2%  (is-9, 12-octadecadienoato Linoléico
21 18:19% s cis-9-octadecenoato Oleico
22 18:1%ans  trans-9-octadecenoato Elaidico
23 18:0 Octadecanoato Esteérico
24 19:0° cis-9, 10-metileneoctadecanoato
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*ID ANABAENA 3B + STD. INT. C28. 500 PPHM.

% RUN # s MAY 21, 2003 18151135
STRRT
IF
RT \‘
min.
17.146 1 ~ Tetradecanoato
22.315 o 3-hidroxitetradecanoato
240461 == ; & cis-9-hexadecenoato
25.045 +- o Hexadecanoato
27295 o 15-metilhexadecanoato
29.270 - ® 2-hidroxihexadecanoato
31.054 ® cis-9,12-octadecadienonato
N =9
31.989 | N Octadecanoato N trans 9-octadecenoato
33.668 1 » cis-9, 10-metileneoctadecanoato
N cis-9-octadecenoato
50.240 1 C 28
STOP

Figura 4. Cromatograma de la muestra de Anabaena sp. que muestra los &cidos grasos

identificados asi como el estandar interno C28.
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La normalizacién de los datos se realizé seleccionando el pico del acido graso con
el valor mas alto bajo la curva, asignandole el 100% y siendo éste, el pico 14 (cis-
9-hexadecenoato). Posteriormente se realizd una comparacion con los demas
picos para asi obtener el porcentaje de area de cada uno. Una vez registrados
estos datos se realiz6 el célculo de las medidas descriptivas de las areas (Tabla 3)
y grafica del perfil cromatografico (Figura 5).

El acido graso mas abundante se encontrd en el pico 14, posteriormente el pico 15
con una media de area normalizada de 88 %, el pico 20 con 65.3%, el pico 22 con
57.4%, el pico 7 con 35.5%, el pico 23 con 24.4%, el pico 21 con 14.9%, el pico 16

con 9.1%, el pico 12 con 6.1%, el pico 19 con 5.4% y por ultimo el pico 24 con 4%.

Tabla 3. Medidas descriptivas de las areas.

N¢ de pico 7 | 12| 14 15| 16 | 19| 20 | 21 | 22 | 23 24
Media 35.5]1 6.1 |100.0|88.0| 9.1 | 54 | 65.3]|149]|574]|244] 4.0
Error estandar 2210300 ]|17]03]|]08]|32]|16|20] 07 ] 03
Desviacion estdndar [14.51 19| 0.0 |[11.1] 1.9 | 52 |21.1|10.2|13.3| 46 | 1.8
Coeficiente de 40.7]131.2] 0.0 |126]120.3 |95.6]32.3|68.6123.1] 19.0 | 46.1
variacion
Minimo 1591 2.7 [100.0| 66.3| 6.6 | 3.6 | 389| 6.4 |35.0]10.2| 1.6
Maximo 62.7|11.7]100.0|100.0] 14.1 | 38.2]100.0{140.2]83.9] 33.3| 7.7

Figura 5. Perfil cromatografico de acidos grasos de Anabaena sp.
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Debido a que el estandar externo (mezcla de 26 acidos grasos) utilizado para la
identificacion de los acidos grasos de Anabaena no contenia el 4cido graso e -
Linolénico 18:3%%'2 (cis-6,9,12-octadecatrienoato) y el cual, de acuerdo a
bibliografia es caracteristico del grupo de cianobacterias se adicioné al estandar
externo que contiene la mezcla de acidos grasos metil esterificados. Cabe sefalar
que en los primeros 41 cromatogramas analizados, se present6 el acido graso e -
Linolénico, pero no se pudo determinar su tiempo de retencién y area hasta que se
adicion6 al estandar externo. Con este estandar modificado se obtuvieron 20
cromatogramas, en donde se presenté en el lugar del pico 20 del estandar externo
(Tabla 4), con lo cual se pudo corroborar tanto su presencia como cuantificarlo en

los organismos del cultivo (Figura 6).
Los resultados finales en cuanto a presencia y cantidad de cada acido graso
determinado, con base en la totalidad de los cromatogramas analizados fueron los

siguientes:

Tabla 4. Lista de &cidos grasos presentes en el cultivo, comparado con el estandar

modificado.
Nun;;ecrg de Férmula Nombre comun ng/mg
7 C 14:0 Miristico 236
12 C 14:0 3-OH 3-hidroxitetradecanoato 44
14 c16:1° Palmitoléico 836
15 Cc16:0 Palmitico 729
16 C 17:0-i 15-metilhexadecanoato 72
19 C 16:0 2-OH 2-hidroxihexadecanoato 42
20 C 18:3%°'2 e _Linolénico 119
*21 C 18:2%'2 Linoléico 602
22 C 18:1% Oléico 87
23 C 18:1%,.s  Elaidico 451
24 C18:0 Estearico 204
25 c19:0” cis-9,10 metileneoctadecanoato 36

*El pico 20 del estandar externo se desplazo al pico 21 cuando se utilizé
el estandar modificado (adicionado con el 4cido e -Linolénico)

* RUN # 9 MAR 4, 2004
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Figura 6. Cromatograma de la muestra de Anabaena sp. identificando el acido Linolénico (pico 20

cis-6,9,12-octadecatrienoato).
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VIl. DISCUSION

Las cianobacterias es un grupo que se ha identificado como el principal
componente de los florecimientos o “blooms” en los cuerpos de agua, aunque su
estudio se ha enfocado en su ecologia, existen otras propiedades que hacen que
diversos investigadores presenten un interés particular en estos organismos como
es el caso del estudio de metabolitos secundarios, los cuales presentan cierta
actividad bactericida o bacteriostatico e incluso antiviral (dstensvik et al., 1998,
Singh et al., 2002, Mundt et al., 2003).

Debido a esto se ha recurrido a la obtencion de cepas para su estudio integral, sin
embargo las técnicas de cultivo presentan cierta dificultad al momento de realizar
una identificacion taxonémica basandose solo en caracteristicas morfologicas del
organismo, debido a que el manejo de los cultivos en el laboratorio puede afectar
sus atributos taxonémicos (Kantz, et al., 1985), estas técnicas de identificacién
pueden ser conjugadas con una técnica de identificacidn a partir de sus acidos
grasos celulares como lo es la cromatografia de gases, la cual, permite obtener
informacién consistente para formar una base de datos que pudiera ser tanto de

bacterias patégenas como en este caso de cianobacterias.

El perfil cromatografico del género Anabaena en nuestro cultivo unialgal presento
en su mayoria acidos grasos insaturados, de los cuales, cis-9-hexadecenoato
(16:1%), cis-9-octadecenoato (18:1°) y trans-9-octadecenoato (18:1°)
corresponden a acidos grasos monoinsaturados (MUFAs) y de los acidos grasos
polinsaturados (PUFAs) se presentan cis-6,9,12-octadecatrienoato (18:3%%')
y cis-9, 12-octadecadienoato (18:2%'?), de 4cidos grasos saturados
corresponden Tetradecanoato (14:0), Hexadecanoato (16:0) y Octadecanoato
(18:0). Lo anterior concuerda en que las cianobacterias presentan en su
membrana, &cidos grasos con dos o mas enlaces dobles en la cadena
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hidrocarbonada a diferencia de los demas procariotes que poseen solo acidos

grasos saturados (Welch, 1991).

De igual manera fueron determinados los acidos 3-hidroxitetradecanoato (14:0
3-OH), 5-metilhexadecanoato (i-17:0), 2-hidroxihexadecanoato (16:0 2-OH) y
cis-9, 10-metileneoctadecanoato (19:0°) este Ultimo le confiere flexibilidad a la

membrana celular y es parte estructural de la misma.

Las cianobacterias, también llamadas cianofitas, presentan ciertas relaciones con
las bacterias Gram-negativas, como su capa de peptidoglucanos, también algunos
acidos grasos componentes celulares de los lipopolisacéaridos, estan presentes en
estos dos grupos —como es el caso del acido 3-hidroxitetradecanoato (14:0 3-
OH), el cual, es un marcador general para las bacterias Gram-negativas y es
indicativo del Lipido A (que esta relacionado con la virulencia de bacterias). En el
caso de las cianobacterias el 4cido Linolénico (cis-6,9,12-octadecatrienoato) es
el acido graso representativo del grupo y este no se encuentra en bacterias
(Gonzalez, 1976).

El coeficiente de variacién es elevado en la mayoria de los picos obtenidos (mayor
al 25%) a excepcibn de los picos 15 (hexadecanoato), 16 (15-
metilhexadecanoato), 22 (trans-9-octadecenoato) y 23 (octadecanoato), estos
resultados se podrian deber a los cambios de temperatura y luz dentro de la
camara ya que no eran muy constantes, esto se puede observar en estas
bacterias fotosintéticas debido a que tienen la capacidad de modificar el grado de
saturaciéon de sus acidos grasos, lo que representa un mecanismo adaptativo
frente a cambios de temperatura modificando la proporcién entre acidos grasos
insaturados y saturados, con objeto de mantener un estado de fluidez adecuado
en la membrana: a temperaturas altas, aumenta la proporciéon de acidos grasos
saturados (Cohen 1987, 1991), y a temperaturas bajas aumenta la de los
insaturados. De igual manera la iluminacién es importante, observando que los

bajos niveles de acidos grasos insaturados son atribuidos a bajos niveles de
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iluminacién (Sato ef al., 1988). Otro importante factor de variacién se refiere a las
fases de crecimiento de las cianobacterias, ya que al no contar con una camara de
cultivo el tiempo de cosecha varia con las condiciones de temperatura en el
laboratorio.

El estudio presenta datos cualitativos y cuantitativos demostrando que los picos 14
Palmitoléico (cis-9-hexadecenoato), 15 Palmitico (Hexadecanoato), 21
Linoléico (cis-9, 12-octadecadienoato) y 23 Elaidico (trans-9-octadecenoato)
son los acidos grasos mas abundantes con 836, 729, 602 y 451 ng/mg
respectivamente, de acuerdo a diversos autores estos 4cidos son representativos
del género, sin embargo en la mayoria de los casos el acido Palmitico
(Hexadecanoato), es el que se presenta como componente predominante, lo
contrario de nuestro caso, que el acido mas abundante es el Palmitoléico (cis-9-
hexadecenoato) esto se relaciona con lo mencionado anteriormente acerca de la
temperatura de cultivo, pues el acido con mayor area es un insaturado y es decir
que la temperatura de cultivo estuvo por arriba de los 30 °C recomendados en la
literatura. (Caudales-Wells, 1992; Murata, 1992; Li-Watanabe, 2001; Gugger et al.,
2002).

Los acidos Miristico (Tetradecanoato), Estearico (Octadecanoato) y e -
Linolénico (cis-6,9,12-octadecatrienoato), se determinaron en un rango de 119-
236 ng/mg. Los valores bajos, de 36-87 ng/mg, se observaron en el Oléico (cis-9,
12-octadecadienoato), 15-metilhexadecanoato, 3-hidroxitetradecanoato, 2-
hidroxihexadecanoato y cis-9, 10-metileneoctadecanoato. El 4cido Miristico y
Palmitico se encuentran en todos los microorganismos siendo este ultimo comun
en casi todos los organismos vivos al igual que el estearico (Brondz, 2002). La
presencia del &acido Miristico estda presente en muestras de Anabaena
hepatotdxicas y ausente en neurotoxicas y no téxicas (Gugger et al. 2002). Esto es
coincidente con Gugger, ya que en nuestro cultivo de laboratorio se presentaron
en cantidades intermedias tanto el Estearico (18:0) como el Miristico (14:0), 204

y 236 ng/mg respectivamente y ambos se relacionan con cepas que producen
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hepatotoxinas. Asimismo, el Palmitico que se refiere como el de mayor area en
las cianobacterias, se presentd en el cultivo uniagal como el segundo mas
abundante con 729 ng/mg y también esta relacionado con cepas hepatotoxicas.
Estos hallazgos nos indican otra posible utilidad del andlisis cromatografico para
determinar o diferenciar cepas hepatotoxicas, que presentan los acidos grasos

mencionados de cepas neurotoxicas que no presentan ninguno de ellos.

La presencia de acidos grasos en diversas concentraciones y aun en minimas
cantidades son importantes para la determinaciéon taxonémica, ejemplo de ello es
la presencia del acido Palmitoléico y Linolénico que se presentan en altos
niveles en el género Nostoc, (Vargas,1998), asi como la identificacién de géneros
en cultivo los cuales presentan cierta dificultad debido a la pérdida de
caracteristicas morfoldgicas, como se ha observado al diferenciar Anabaena y
Nostoc a partir del porcentaje del 4cido Palmitico, el cual se observa por arriba
del 27% en Anabaenay menor a 27% en Nostoc (Sato et al.,1988).

Tomando en cuenta esta proporcién, nuestros datos presentan al acido Palmitico
con un 87.2% lo que permite confirmar que este &cido mas otros reportados,
concuerdan con los determinados por cromatografia y con el andlisis morfologico

realizado al microscopio para identificar al género.

Las variaciones de los acidos grasos proporcionan datos importantes para la
determinacién tanto a nivel de género como de especie o variedad, tal es el caso
de la ausencia del acido Linolénico en Anabaena variabilis (Murata, 1992),
aunque se reporta para el género incluso como elemento predominante, puede
estar ausente y observandose a su vez un aumento en el acido Palmitico,
remplazando completamente a los PUFAs de las series C18:0 (Stanier, 1977). En
las muestras analizadas del cultivo unialgal de Anabaena se presenta dicho acido
en cantidades de 119 ng/mg. La presencia del acido Linolénico esta ligada con la
iluminacién ya que puede estar ausente cuando los organismos crecen en

completa oscuridad lo que sugiere una relacién directa entre éste y la actividad
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fotosintética (Gonzalez, 1976). El cultivo se mantuvo en condiciones de luz
continua y la cantidad del Linolénico presente refleja que en el laboratorio las
condiciones de iluminacién se mantuvieron sin mucha variacioén. Este acido es un
importante componente de la dieta en el hombre asi como complemento

alimenticio en acuacultura (Singh et al, 2002).
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Vill. CONCLUSIONES

La cromatografia de gases, es una técnica muy sensible que puede conjugarse
con otros elementos como los fisioldégicos y genéticos para obtener una importante
herramienta analitica en la identificacion de microorganismos incluso a nivel de

especie.

En México el grupo de las cianobacterias ha sido estudiado con fines ambientales,
ya que se considera como el principal indicador de condiciones eutréficas en lagos
y embalses, sin embargo, estos organismos juegan un papel muy importante no
sblo en este caso sino también para el aislamiento de los metabolitos secundarios
que ademas de su probada toxicidad estos productos pueden llegar a ser de

importancia farmacéutica e industrial.

Con base en los resultados obtenidos por el analisis cromatografico se concluye
que el perfil de acidos grasos (Figura 6) de Anabaena spp., en nuestro cultivo
unialgal es el siguiente: Miristico (14:0), 3-hidroxitetradecanoato (14:0 3-OH),
Palmitoléico (16:1°), Palmitico (16:0), 15-metilhexadecanoato (17:0-i), 2-
hidroxihexadecanoato (16:0 2-OH), e -Linolénico (18:3%°'3), Linoléico (18:2%'?),
Oleico (18:1° ¢, Elaidico (18:1° ans), Estearico (18:0) y cis-9,10
metileneoctadecanoato (1 9:OA).

Con relacién a la presencia de los acidos Miristico (14:0) y Estearico (18:0), los
cuales se presentaron en cantidades relativamente altas, y de acuerdo a
bibliografia estos acidos estan presentes en cepas hepatotdxicas, por lo cual, por
el momento este cultivo puede ser considerado como hepatotdxico.

El genéro Anabaena presente el lago de Zumpango y aislado en el laboratorio
presenta caracteristicas que lo consideran hepatotéxico, sin embargo no se han
reportado problemas en la poblacion relacionada con este cuerpo de agua, no asi,
se han presentado problemas de eutrofizacién.
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IX. RECOMENDACIONES

Es importante determinar con mayor exactitud la edad del cultivo, asi como tener
un mayor control en las condiciones experimentales para el desarrollo del mismo

como son la temperatura, luz y periodos de iluminacion.

Para realizar de forma mas integra la identificacion de cianobacterias en cultivos
unialgales, se deben corroborar con cultivos axénicos y tipificados para la
identificacion de la especie asi como un estandar de acidos grasos mas amplio,
ya que esta técnica, por el mismo hecho de ser tan sensible detectara todos los
acidos grasos presentes en la muestra, aun en niveles traza, recordamos que aun
en cantidades minimas son de gran importancia para la determinacién

taxondmica.
Este tipo de estudios abren paso para nuevas investigaciones tanto en el plano de

identificacion taxonémica para la realizacion de una base de datos, como para la

obtencion de informacidn relacionada con salud publica.
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X. ANEXO

PREPARACION DE MEDIO BG11

Colocar en un matraz Erlenmeyer 300 ml de agua destilada y estéril, adicionar 2
ml. de Medio BG-11 (solucién 50X para cianobacterias SIGMA) por cada 100 ml.
de agua.

Para el cultivo se requiere un pH de 7-10 neutral o alcalino y luz menor 500 Ix.
Puede adicionarse vitamina B12, requerida para algunas especies (Rippka et al,
1979).

Solucion mi /| *Microelementos g/l
Stock H3BO3 2.86 g
NaNO ; 150 g/l 10 ml
MnCI2.4H20 1.81 g
KoHPO,4 30 g/l 1 ml
ZnS04.7H0 0.222 g
NaMoO4.5H,0 0.390 ¢
CaCl».2H:0 36 g/l 1 ml
CUSO4.5H20 0.079 g
N82C03 20 g/| 1ml
CO(N03)2.6H2O 0.0494 g
Citrato Ferrico 6 gl 1 ml
Acido Citrico 6 gl 1 mi
EDTA 1 gl 1 ml
* Microelementos 1 ml
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SOLUCIONES PARA ESTERIFICACION

a). Solucion “A” (Metoxido de Sodio).
Tomar 37 ml. de metanol y 25 ml. de metoxido de sodio, mezclar y aforar a
100 ml. con benceno. Almacenar en refrigeracién de 2 a 8 °C en envases color

ambar.

b). Soluciéon “B” (Metanol saturado con cloro gas).

Preparar un sistema de flujo como se muestra en el siguiente esquema:

1. El sistema debe montarse en una campana de extraccién ya que la reaccion
qguimica es de alto riesgo.

2. Colocar en el matraz de bola (a) 30 ml. de acido clorhidrico concentrado (HCI)

3. En el embudo (b) colocar 30 ml. de acido sulfurico concentrado (H2SO4)

4. Colocar en el tubo colector (c) 20-25 ml. de metanol
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5. Una vez colocados los reactivos, unir el sistema y abrir lo mas lento posible la
llave del embudo donde esta el acido sulfurico concentrado, dejar que el flujo
continde. El pH debe ser acido.

6. Una vez terminado el flujo, colocar el metanol saturado con cloro del tubo
colector (c) en un frasco ambar y refrigerar de 2 a 8 °C.

7. El contenido del matraz de bola debe desecharse en un recipiente especial.

¢). Solucion “C” (Fisioldgica 0.85%).
Disolver 8.5 grs. de cristales de Cloruro de Sodio (NaCl) en 1000 ml de agua
destilada, esterilizar en autoclave a 121 °C por 15 min. enfriar y almacenar en

refrigeracion.
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