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Actividad enzimatica de un consorcio de
cianobacterias en suelo contaminado

con petroleo

Resumen

La contaminacién por hidrocarburos
es un problema ambiental que causa efec-
tos negativos en las propiedades fisicas,
quimicas y biolégicas del suelo; promueve
la degradacién y la pérdida de actividad
biolégica. El objetivo del estudio fue pro-
bar el efecto de diferentes concentraciones
de petréleo (1000, 500 y 250 ul) en un
consorcio de cianobacterias aisladas de
suelo agricola. El experimento consistid
en la incubacién aerébica del consorcio
por 14 dias: a 20 g suelo seco se le adi-
cionaron las diferentes concentraciones
del petréleo, y a los dias 1, 3,5, 7 y 14
se tomaron muestras de cada tratamiento
para su andlisis. El consorcio presenté una
disminucién en la actividad enzimdtica
(diacetato de fluoresceina) conforme se
incrementé la concentracién del pefréleo
(correlacién negativa -0.359), sin llegar a
inhibirla completamente. Entre el dia uno
a siete se observé un periodo de adap-
tacién o aclimatacién de las cianobac-
terias, y posterior al dia siete, se tuvo la
fase exponencial de crecimiento (dia 14).
Por lo anterior, el consorcio de cianobac-
terias podria ser evaluado como potencial
bioremediador de suelo contaminado por
hidrocarburos.
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Abstract

Hydrocarbon pollution is an envi-
ronmental problem that causes negative
effects on the physical, chemical and bio-
logical properties of the soil; it promotes
degradation and loss of biological activity.
The aim of this study was to test the effect
of different concentrations of crude oil
(1000, 500 and 250 ul) in a consortium
of cyanobacteria isolated from agricultural
soil. The experiment consisted of aerobic
incubation of the corsortium for 14 days:
different oil concentrations were added to
20 g of dry soil. On the Tst, 3rd, 5th, 7th
and 14th days, samples of each treatment
were taken for analysis. The consortium
showed a decrease in enzyme activity
(fluorescein diacetate) as the concentra-
tion of oil increased (negative correlation
-0.359), without completely inhibiting it.
From the 1st to the 7th day, o period of
adaptation or acclimation of cyanobac-
teria was observed, and after the 7th day,
the exponential growth phase (14th day)
was reported. Therefore, the consortium
of cyanobacteria could be evaluated as a
potential bioremedial of soil contaminated
by hydrocarbons.

Résumé

La contamination par les hydrocar-
bures est un probléme environnemental
qui cause des effets négatifs sur les
propriétés physiques, chimiques et biolo-
giques du sol, favorisant la dégradation et
la perte d’activité biologique. Lobjectif de
cette étude a été de montrer |'effet de dif-
férentes concentrations de pétrole (1000,
500 y 250 ul) dans un conglomérat de
cyanobactéries isolées du sol agricole.
'expérimentation a consisté a mettre en
incubation aérobique le conglomérat pen-
dant 14 jours. A 20 grammes de sol sec
on a ajouté différentes concentrations de
pétrole, et aux jours 1, 3,5, 7y 14,0na
pris des échantillons de chaque traitement
pour en faire leur analyse. Le conglomérat
a présenté une diminution de I'activité
enzymatique (fluorescéine diacétate) &
mesure qu’augmentait la concentration de
pétrole (corrélation négative -0.359), sans
arriver & 'inhiber complétement. Entre le
jour 1 et le jour 7 on a observé une pé-
riode d’adaptation ou d’acclimatation des
cyanobactéries, et aprés le jour 7, on a eu
la phase exponentielle de croissance (jour
14). Au vu de ces résultats, le conglomérat
de cyanobactéries pourrait étre consi-
déré comme potentiel bioréparateur de sol
contaminé par les hydrocarbures.
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de fluoresceina.

Introducciéon

Los contaminantes en el ambiente pueden ser organicos e inorganicos.

Cuantitativamente, los contaminantes organicos de mayor preocupa-

cién son los hidrocarburos (HC) en sus diferentes fracciones (Chikere,

Okpokwasili, Chikere, 2011). La contaminacién con HC ha ido en aumen-

to debido a la explotacion, refinacion, distribucién y almacenamiento de

petrdleo crudo y sus derivados (Ferrera-Cerrato, 2006). Lo anterior ha
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provocado danos al ecosistema, a la calidad del suelo,
y a la salud humana (Chen, Liao, 2006). La concen-
traciéon del HC, el tamarfio de la particula del HC en la
mezcla con el suelo, esta en estrecha relacién con la
velocidad de disolucién y el area superficial del soluto,
son algunos de los factores que se deben considerar
cuando se realizan estudios de toxicidad y que van a
determinar la velocidad y grado de biodisponibilidad
del contaminante, y por lo tanto, el efecto en el creci-
miento y la actividad microbiana (Sikkema, De Bont,
Poolman 1995).

En un ambiente contaminado se llevan a cabo di-
versos procesos quimicos, fisicos y biolégicos que
promueven la atenuacién natural de los contaminan-
tes. Entre los procesos bioldgicos, la biodegradacién
es uno de los mecanismos mas efectivos, capaz de
disipar a los contaminantes y transformarlos en un
producto final inocuo (Gianfreda, Rao, 2004). Existen
diferentes tipos de microorganismos como bacterias,
hongos y cianobacterias que son capaces de eliminar
algun tipo de contaminante.

Las cianobacterias son microorganismos procariontes
fotosintéticos gram negativo, y muchas de ellas son
fijadoras de nitr6geno atmosférico, se encuentran en
diversos ecosistemas terrestres y acuaticos. Entre los
efectos benéficos que las cianobacterias ofrecen o
aportan al suelo y a la interface suelo-agua, se incluye
la produccién y liberacién de exo-polisacaridos, su in-
fluencia en las propiedades fisicas, quimicas y biologi-
cas del suelo, mejorando su estabilidad y agregacion.
En zonas tropicales con extraccion de petrdleo, se ha
observado el desarrollo de tapetes de cianobacterias
en la superficie de suelo y agua contaminados con pe-
tréleo (Chaillan, Gugger, Saliot, Couté, Oudot, 2006); la
evidencia que apoye la capacidad de biodegradacion
de cianobacterias para la eliminacion de petréleo cru-
do es aun limitada. Sin embargo, Kumar, Muralitharan,

Thajuddin, (2009), demostraron la efectividad de una
cepa de cianobacteria del género Phormidium para
degradar naftaleno y antraceno. Debido a la escasa in-
formacioén del efecto téxico de HC para las cianobac-
terias de suelo (Megharaj et al., 2000), es importante
realizar investigaciéon en este campo.

Existen diferentes métodos para monitorear los danos
al suelo provocados por los contaminantes. Entre
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ellos esta el uso de bioindicadores, ademas de ser
confiables son rapidos y faciles de determinar, (Rico-
Martinez y Martinez-Jaramillo, 2009). La actividad
enzimatica microbiana ha sido utilizada para medir el
impacto de la contaminacién en el suelo, y como una
herramienta de monitoreo para los procesos de des-
contaminacion de un suelo contaminado (Rao, Scelza,
Acevedo, Diez, Gianfreda, 2014). En particular, el uso
de la hidrdlisis del diacetato de fluoresceina (DAF), es
un método utilizado para evaluar los cambios en la
actividad microbiana total del suelo (Adam, Duncan
2001), provocados por el efecto de contaminantes
organicos e inorganicos, entre ellos los hidrocarburos.
El presente estudio tuvo como objetivo, probar el efec-
to de diferentes concentraciones de petréleo crudo
en un consorcio de cianobacterias; para ello, se mo-
nitoreé la actividad enzimética microbiana, mediante
el uso de la hidrdlisis del diacetato de fluoresceina
(DAF). Con base en los resultados obtenidos, se pre-
tende posteriormente probar que las cianobacterias
son aptas para ser utilizadas en la bioremediacién del
suelo contaminado con hidrocarburo.

Materiales y métodos

Area de estudio

La muestra de suelo se obtuvo de Barra de la Cruz, a
25 kiléometros de las Bahias de Huatulco en la regiéon
costa, en el Municipio de Santiago Astata, en el Esta-
do de Oaxaca, coordenadas 95° 97’ 08” norte, 15° 84’
05" oeste. En el sitio existen plantaciones de platano,
limén y papaya, ademas se encuentra una laguna
donde la comunidad se beneficia con cria de peces
de agua dulce. El suelo es caracteristico de la regiéon
costa y esta expuesto a ser impactado por el derrame
de crudo proveniente de la refineria ubicada en el
Puerto de Salina Cruz, Oaxaca.

Acondicionamiento y caracterizacion
fisico-quimica del suelo

Se tomaron sub-muestras de suelo a una profundi-
dad de 0-20 cm para formar una muestra compuesta
de aproximadamente 5 kg, la muestra se colocé en
bolsas de plastico previamente etiquetada y se lleva-
ron al laboratorio de Biotecnologia de la UMAR. Su
acondicionamiento consistié en el secado del suelo a
temperatura ambiente, se tamizo a través de una ma-
lla de 2 mm; se retiraron las piedras y restos vegetales
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de mayor tamano (Forster, 1995). Posteriormente se
le adicion6 agua destilada para ajustar al 50% de la
capacidad de retencién de agua (CRA), se preincub6
aerdébicamente por siete dias a 25°C en un contenedor
de plastico de 20 1, el cual contenia un recipiente con
agua destilada para evitar desecacion y otro recipiente
con NaOH 1M para atrapar el CO, producido y evitar
condiciones anaerdbicas; la pre-incubacién de las
muestras de suelo, ademas de permitir la mineraliza-
cion de sustrato labil (Kemmit, Lanyon, Waite, Wen,
Addiscott, Bird, O’Donnell, Brooks, 2008), fue evitar
interferencias debidas al tamizado, la humedad y
contenido de restos vegetales (Sparling, Ross, 1993).

La caracterizacioén fisico-quimica del suelo consistio
en lo siguiente: tamano de particula, éste se calculd
por el método del hidrébmetro de Bouyoucus en 100g
de muestra seca (Gee, Bauder, 1986), el pH se deter-
mind en una relaciéon de suelo-agua de 1:2.5 (p/v) y
se utilizé un potenciémetro (Oakton, ph/mv/°C meter);
la conductividad eléctrica (CE) se midi6 directamente
con un conductimetro (OaktonCon110) en el extracto
del suelo saturado (Richards, 1993). La capacidad de
retencion de agua (CRA), fue medida en muestras de
suelo saturado con agua (Klute, 1986). La cantidad de
fésforo disponible se obtuvo de acuerdo al método del
acido ascérbico-molibdato de amonio (Kuo, 1996), y
el nitr6geno total se determiné por el método Kjeldal
(Bremner, 1996).

Incubacion aerobia

En el experimento se utiliz6 un consorcio de ciano-
bacterias filamentosas (CB) compuesto por: Fische-
rellasp., Anabaenasp., y Nostoc sp., aisladas de suelo
agricola de Bajos de Coyula (zona costera de Oaxaca)
y cultivadas en condiciones de laboratorio (Martinez,
2010; Trujillo, Ramirez, 2010). El petréleo (HC) fue de
tipo ligero y se obtuvo de la Refineria “Antonio Dovali
Jaime” de Salina Cruz, Oaxaca. Para la incubacion
aerdbica, se prepararon 90 muestras de 30 g c/u del
suelo previamente acondicionado, y se colocaron
en frascos de vidrio (120 ml). Se establecieron 6 tra-
tamientos: T1=Suelo estéril sin CB + 500 ul de HC,
T2= Suelo estéril + CB + 500 ul de HC, T3=Suelo sin
esterilizar + CB + 1000ul de HC, T4= Suelo sin este-
rilizar + CB + 500 ul de HC, T5= Suelo sin esterilizar
+ CB + 250 ul de HC, T6= Suelo sin esterilizar + CB
sin HC; como control, el suelo estéril y sin esterilizar,
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ambos sin la adiciéon de cianobacterias ni petréleo
crudo. Al valor obtenido en cada dia y tratamiento se
le rest6 el valor del suelo control. A los tratamientos
con cianobacterias, se adicionaron 5 ml del inoculo;
y para los tratamientos con petréleo (HC) se utilizaron
tres concentraciones: 250, 500 y 1000 ul; equivalente
a 223, 447 y 895 ppm de hidrocarburos totales, res-
pectivamente (Chaillan, Gugger, Saliot, Couté, Oudot,
2006). Las muestras previamente preparadas se
introdujeron en jarras de vidrio de 945 ml junto con
un frasco con agua destilada para evitar la desecacion
de la muestra de suelo. Todas las jarras se cerraron y
almacenaron en obscuridad a 22°C = 1. Eneldia 1, 3,
7y 14, se seleccionaron al azar tres muestras de cada
tratamiento, y se les realiz6 el analisis enzimatico
utilizando la técnica de la hidrdlisis del diacetato de
fluoresceina (DAF).

Actividad enzimatica (DAF)

La técnica se basa en la hidrélisis del diacetato de
fluoresceina (DAF) por diferentes enzimas (proteasas,
lipasas y esterasas) que son abundantes en el suelo.
La capacidad de hidrolizar la DAF, parece generaliza-
da, especialmente entre los principales descompo-
nedores del suelo: bacterias y hongos. Generalmente
mas del 90% del flujo de energia en el suelo pasa a
través de los microorganismos descomponedores,
por lo tanto, una prueba que mide dicha actividad,
proporcionara una buena estimacién de la actividad
microbiana total en suelo (Adam, Duncan, 2001). El
producto de la reaccién enzimatica con las células
activas metabdlicamente, es la fluoresceina, la cual se
puede observar en un microscopio para fluorescencia,
o bien, puede ser medida utilizando un espectrofoto6-
metro a 490 nm (Green, Stott, Diack, 2006).

Para cada dia de muestreo (1, 3, 5, 7y 14) de cada tra-
tamiento y control, se pulverizé en un mortero 2 gr de
suelo seco, después de colocarlos en tubos Falcén de
50 ml, adicionarles 20 ml de solucién fosfato de sodio
(NaH,PO,H,0) 60 mM (tamponado a pH de 7.6), ho-
mogeneizarlos en un vortex, y adicionarles 100 ul de la
solucién DAF, con nueva agitacion; las muestras se co-
locaron en bano Maria a 30°C durante 3 horas agitando
cada 15 minutos de manera manual. Transcurrido el
tiempo (3 h), se adicionaron 2 ml de acetona concen-
trada a cada tubo para detener la reaccién enzimatica,
después de agitarlas vigorosamente y centrifugarlas a
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5000 rpm durante 5 minutos, una alicuota de 5 ml del
sobrenadante se leyé a una absorbancia 490 nm en
un espectrofotémetro.

Los resultados obtenidos se analizaron con una prue-
ba de varianza de medidas repetidas, y la compara-
cién de medias de Tukey con un nivel de significancia
de 0.05, para establecer si existe o no diferencia
significativa entre tratamientos. Se utiliz6 el programa
Estadistica version 7 (StatSoft).

Resultados y discusion

Las caracteristicas fisicas, quimicas y biolégicas de
un suelo, son determinantes para el establecimiento
y la actividad de las cianobacterias. El suelo de Barra
de la Cruz, Oaxaca, present6 un pH moderadamente
alcalino (7.7) y una CE media 1.7 mS/m; el contenido
de materia orgéanica es alto (4.7%), al igual que el
fésforo disponible (41.5 mg/kg) de acuerdo a la Nor-
ma Oficial Mexicana 0212 (NOM-021-RECNAT-2001).
Por otra parte, la capacidad de retencién de agua
(CRA) fue del 67%, y los porcentajes de arena, arcilla
y limo fueron 36, 24 y 40%, respectivamente; con los
porcentajes anteriores se identificé la clase textural
del suelo: franca (cuadro 1). Los valores reportados
de las caracteristicas quimicas y fisicas del suelo, se
encuentran en el intervalo, en el cual las cianobac-
terias pueden crecer favorablemente; ambas carac-
teristicas son indispensables para el establecimiento
de los géneros de cianobacterias empleadas en el
estudio (Trujillo, Ramirez, Cervantes, 2015; Thamizh,
Sivakumar, 2011).

En los resultados correspondientes a la actividad
enzimatica, se observaron diferencias significativas

entre los tratamientos y dia de muestreo (F20 50=2.50,

Cuadro 1. Caracteristicas fisico-quimicas del suelo de
Barra de la Cruz, Oaxaca.

Caracteristica Valor
pH* (moderadamente alcalino) 7.7
CRA % 67
CE mS/m 1.7

N Total % 0.069

P disponible mg/kg* (alto) 415
Materia organica %* (alto) 4.7
Arena % 36
Arcilla % 24
Limo % 40

Clase textural Franca

* Clasificacion de acuerdo a la NOM-021-RECNAT-2001
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p=.0045). El promedio de la concentraciéon (£ SD) de
la DAF (mg de fluoresceina /g suelo seco /dia) en los
tratamientos durante los 14 dias fue (Fig.1): T1=0.336
(+0.02), T2=0.586 (£0.01), T3=0.630 (*0.01),
T4=0.678 (+0.02), T5=0.784 (+£0.01) y T6=0.901
(£0.03).

El T1 presenté la actividad enziméatica méas baja; a
pesar de haber sido esterilizado el suelo, la adicién de
HC promovi6 la actividad de enzimas extracelulares,
las cuales pueden tener una funcién degradativa en
el suelo (Gianfreda, Rao, 2004). Las enzimas extrace-
lulares forman complejos con las arcillas y el humus
del suelo (Tabatabai, 1994), de esta manera las enzi-
mas se protegen de la esterilizacién y posteriormente
presentan actividad al entrar en contacto con el HC. El
suelo de Barra de la Cruz contiene un alto contenido
de materia organica (4.7%) y alto porcentaje de arcilla
(24%), por lo tanto, se podria esperar la formacién de
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Figura 1. Concentracion de Diacetato de Fluoresceina en cada tratamiento:
T1=Suelo estéril sin CB + 500 ul de HC, T2= Suelo estéril + CB + 500 ul de HC,
T3=Suelo sin esterilizar + CB + 1000 ul de HC, T4= Suelo sin esterilizar + CB
+ 500 ul de HC, T5= Suelo sin esterilizar + CB + 250 ul de HC, T6= Suelo sin
esterilizar + CB sin HC. CB (cianobacterias), HC (hidrocarburos). Valor promedio
en cada tratamiento y barras del error estandar, n=12; las letras iguales no son
significativamente diferentes a P<0.05.

complejos de enzima-adsorbidas a la arcilla, y enzima-
unidas con humus.

El T2 tuvo 1.7 veces mas concentracién de fluores-
ceina con respecto al T1, esta diferencia es debida a
la presencia de las cianobacterias, ya que en ambos
tratamientos se utilizé suelo estéril e HC. La concen-
tracion de CO,, producto de la respiracion microbiana
fue mayor en el T2 (datos no mostrados) con respecto
aTI.

Los T2, T3 y T4 fueron estadisticamente iguales, con
un promedio de 0.62 mg de fluoresceina /g suelo seco

/dia. La cantidad de HC adicionado (500 y 1000 ul) en
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los anteriores tratamientos afect6 de manera negati-
va la actividad enzimatica microbiana, ya que dicha
actividad fue menor con respecto al T5 (250 ul) con la
menor concentraciéon del HC.

La concentracion de fluoresceina fue menor en 30, 25
y 13%, en el T3, T4 y T5, con respecto al T6 (sin HC).
En el T6 se obtuvo la mayor actividad de la hidrélisis
de DAF con 0.901 mg de fluoresceina / g suelo seco /
dia. Con los resultados anteriores, se observé que a
mayor concentraciéon del HC, la actividad enzimatica
disminuye (correlacién negativa -0.359). Si bien, la ac-
tividad enzimatica no fue inhibida en su totalidad con
la concentracion del HC utilizada, si existe un efecto
negativo en dicha actividad (Fig. 1). Patel, Kumal N.,
Kumal R., Khan (2013), reportaron una disminucién
en la actividad enzimética dependiente de la concen-
tracién de pireno (6, 3 y 1.5 ppm) en la cianobacteria
Anabaena fertilissima. Rao, Megharaj, Singleton, Mc-
Clure, Naidu (2000), encontraron que el crecimiento y
el tamano de la poblacién de las microalgas Chorococ-
cum sp. y Scenedesmus sp. fue severamente afectado
en la concentraciéon media (2.52 mg kg-1) y alta (5.93
mg kg-1) cuando fueron expuestas a los hidrocarburos
del petréleo.

El efecto toxico de los HC y en general de los com-
puestos lipofilicos, afectan la membrana citoplas-
matica (doble capa lipidica y proteinas unidas a la
membrana citoplasmaética) y a los constituyentes de
la membrana (porinas, proteinas de unioén, proteinas
de membrana y lipoproteinas). Como resultado de la
acumulaciéon de moléculas lipofilicas, la membrana
pierde su integridad y se observa un aumento en la
permeabilidad de los protones y los iones; lo cual trae
como consecuencia la lisis celular.

La actividad enzimética de DAF ha sido considerada
como un indice adecuado de la actividad enzimatica
global. Con respecto al bioensayo de 14 dias, la acti-
vidad enzimatica (DAF) fue en aumento en todos los
tratamientos con respecto al tiempo transcurrido, con
excepcion del dia 7 en donde se observa un ligero
decremento (Fig. 2). En el dia 14 se registr6 el valor
promedio mayor (0.968 mg de fluoresceina /g suelo
seco /dia), y fue significativamente diferente (F(15,
40)=2.7285, p=.00575) en comparacién a los demas
dias: 1=0.552, 3=0.641 y 7=0.507mg de fluoresceina
/g suelo seco /dia, respectivamente.

Actividad enzimdtica de un consorcio de cianobacterias...

Existi6 un aumento de la actividad enzimatica confor-

me pasaron los dias en los tratamientos con cianobac-
terias, ésto significa que las cianobacterias tuvieron un
periodo de adaptacion o aclimatacién al HC, del dia
1 al 7. El tiempo de aclimatacién varia enormemente,
puede ser de horas o hasta meses, y va a depender del
tipo de contaminante, su concentracién y otras con-
diciones como la temperatura, pH, aireacion (Martin,
1999). Posteriormente del dia 7 al 14 se incrementd
la actividad enzimatica en 1.04 veces, iniciando asi la
fase exponencial de crecimiento. Margesin R., Walder
G., Schnnier F. (2000), reportaron resultados similares,
el incremento de la DAF en un suelo contaminado con
HC, se observé a la segunda semana de iniciada la ci-
nética. Las cianobacterias tienen un papel importante
en el suelo, a través de diversas actividades como la
fijacion de nitrégeno, la excrecion de polisacaridos,
entre otras (Whitton, 2000); establecen relaciones con
los microorganismos del suelo y juntos posiblemente
lleven a cabo la degradacion de los HC (Chaillan, Gu-
gger, Saliot, Couté, Oudot, 2006).

Conclusion
De acuerdo a los resultados obtenidos en la presente
investigacion: los HC (en la concentracién utilizada)
tuvieron un efecto negativo en las cianobacterias al
disminuir su actividad enzimatica, sin inhibirla com-
pletamente. El incremento de la actividad enzimatica
microbiana en suelo, fue evidente cuando se utilizaron
las cianobacterias.
Finalmente, consideramos potencialmente viable el
consorcio de cianobacterias evaluado para su uso
en la bioremediacién de suelo contaminado con HC
(Radha, Pranita, Kaushik, 2008); sin embargo, para
comprobarlo, es necesario llevar a cabo bioensayos
en diferentes tipos de suelo contaminado, monitorear
la degradacién del hidrocarburo y hacer un segui-
miento de las poblaciones microbianas (T}
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Figura 2. Concentracién de fluoresceina, en los diferentes tratamientos durante el bioensayo de 14 dias: T1=Suelo estéril sin CB + 500 ul de HC, T2= Suelo estéril
+ CB + 500 ul de HC, T3=Suelo sin esterilizar + CB + 1000 ul de HC, T4= Suelo sin esterilizar + CB + 500 ul de HC, T5= Suelo sin esterilizar + CB + 250 ul de HC,
T6= Suelo sin esterilizar +CB sin HC. CB (cianobacterias), HC (hidrocarburos). Valor promedio en cada dia y barra del error estandar, n=3.
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