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RESUMEN

Se desarrolld una metodologia sencilla y economica para la
construccion de tapetes microbianos para su uso en la biorremediacion de
efluentes contaminados, principalmente de origen acuicultural. Para lograr
dicho objetivo, se utiliz6 lana de fibra de vidrio como soporte del tapete, y
un homogenizado de tapetes microbianos naturales del brazo San Quintin,
de la Bahia de San Quintin, B.C. Estos tapetes presentan un patrén general
en su distribucion vertical, con comunidades autotroficas, heterotréficas,
anaerobicas estrictas y facultativas, asi como quimiolitotroficas, sin
embargo, estos tapetes son dominados por las algas azul-verdes
(cianobacterias). Estas poblaciones forman estructuras laminadas debido a
la limitacion de luz y oxigeno a lo vertical del tapete. Un homogenizado de
tapetes microbianos naturales aclimatados, se inoculd en los soportes de
lana de fibra de vidrio. Se tomaron muestras durante 20 dias. Se determino
el contenido de clorofila a, B-caroteno y bacterioclorofila a.

A las concentraciones en mg/gr de muestra, se les aplico la prueba
estadistica no parametrica de Tukey, para comparaciones multiple ( o =
0.01, 0.05y 0.1 ) respectivamente. No se encontré diferencia signifcativas
entre 40 y 80 gramos de inéculo (oo = 0.01 ), mientras que entre 40 y 120
(o.=0.05), asi como entre 80 y 120 ( oo = 0.01 ) se encontraron diferencias
significativas. El registro fotografico indico la presencia de la clorofita
Chlorella sp., las cianobacterias Oscillatoria sp., Phormidium sp.,
Trichodesmiun sp., y Anabaena sp., asi como la presencia de bacterias
purpuras.

Este estudio demuestra la factibilidad de fabricar biofiltros, de una
manera practica, a partir de tapetes naturales utilizando lana de fibra de
vidrio como soporte. Nuestro trabajo indica que la lana de fibra de vidrio
es un soporte adecuado por su estructura filamentosa, y el inoculo de 40
gramos fué el mejor, en la construccion de tapetes microbianos.
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1.- INTRODUCCION

El desarrollo acelerado de la Acuicultura Costera a nivel mundial ha
traido como consecuencia una profunda perturbacion sobre los ecosistemas,
afectando no solo a las pesquerias sino a la Acuicultura misma y a los
ecosistemas a través de la liberacion de efluentes cargados con con nutrientes.
Estas descargas ocasionan una eutroficacion que puede conducir al deterioro de
la calidad del agua ( Enander y Hasselstron, 1994).

Los nutrientes y desechos organicos principales que se generan en los
cultivos intensivos de camaron, consisten de material solido ( principalmente
alimento no consumido, heces y fitoplancton) y metabolitos disueltos ( amonio,
urea y dioxido de carbono) ( Phillips et al., 1993; Boyd y Clay, 1998 ). Estos
componentes contaminan las zonas costeras, provocando efectos nocivos en los
ecosistemas.

La depositacion de desechos organicos de granjas de crustaceos, peces y
moluscos bivalvos, influencian los ecosistemas bentonicos en la vecindad de las
operaqiones acuiculturales. Entre los cambios que ocurren se incluyen: la
formacion de sedimentos anoxicos, en casos extremos la liberacion de dioxido
de carbono, metano y sulfuro de hidrogeno, incrementando el consumo de
oxigeno por el sedimento, flujo de nutrientes disueltos y cambios en la

estructura de las comunidades bentonicas (Seafdec, 1995, Rosenthal, 1994).
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Debido a los grandes volimenes de agua que son descargados durante el
desarrollo de actividades acuiculturales, es necesario disefiar — métodos
alternativos de tratamiento biologicos de bajo costo, y de acuerdo a los
principios de preservacion de las condiciones naturales de los cuerpos de agua
receptores. En este contexto, el tratamiento biologico de efluentes se considera
una alternativa para reducir el impacto sobre la calidad del medio ambiente
externo al desarrollo acuicultural (Boyd y Clay, 1998).

Los procesos biologicos son mas idoneos para eliminar la contaminacion
organica, que los mecanismos fisicos y quimicos, sin embargo, por sus altos
costos requieren de adecuacion para un funcionamiento eficiente en
tratamientos de grandes volumenes de agua.

Las aguas de desecho en drenajes domésticos o municipales, agricolas o
industriales, usualmente contienen grandes cantidades de nitrogeno y fosforo,
aun cuando son tratadas en forma biologica por remocion de solidos en
suspension ( tratamiento primario) y remineralizacion bacteriana de compuestos
organicos disueltos o tratamiento secundario (Scramm, 1991). Sin embargo,
etapas adicionales para eliminar los elementos que permanecen en el efluente,
podria incrementar los costos ( Oswald, 1988b).

La aplicacion de unidades independientes de cultivos de microalgas para
el tratamiento terciario, basado en la habilidad de estos organismos para usar

nitrogeno y fosfatos para su crecimiento (Richmond, 1986 ), su capacidad para



(%)

remover metales pesados ( Rai et al., 1981 ), asi como también algunos
compuestos organicos toxicos (De la Notie et al, 1992), se ha venido
utilizando con frecuencias tanto en investigacion como en aplicaciones precisas.

Los productores primarios han sido ampliamente utilizados en la
remocion de nitrogeno y fosforo de efluentes contaminados ( Reddy y De Busk,
1987). Sin embargo, el tratamiento basado solo en organismos autotrofos sera
limitado debido a la heterogeneidad de elementos, permitiendo que
permanezcan como residuos secundarios. Ademas, los procesos de
descomposicion aerobia y anaerobia, ya sea algas o bacterias, se realiza de
manera independiente, lo cual dificulta la cinética y eficiencia de remediacion.

Los tratamientos biologicos que contemplen la participacion heterétrofica
puede ofrecer alternativas viables. Recientemente Garcia (1996) obtuvo
resultados satisfactorios de reduccion de la carga organica y de remocion de
compuestos nitrogenados mediante tapetes microbianos construidos a partir de
aislados de tapetes microbianos naturales de Guerrero Negro B.C.S.. Sin
embargo, por el nivel de nutrientes que estos tapetes trataron, se esperaria que
cargas organicas superiores requeriran de un sistema de tapetes mas funcional y
mas estructurado.

Los tapetes microbianos se encuentran distribuidos a través de todo el
mundo, principalmente en areas donde las condiciones de climas aridos

prevalecen a lo largo de la linea de costa. Sin embargo, estos pueden ser



localizados tanto en la parte supralitoral, como sublitoral (D’Antoni et al,
1989). Estos presentan un gradiente de especies y condiciones fisico-quimicas
con disposicion vertical (Pfennig, 1986; Guerrero y Mas, 1989; Jorgensen 1989,
y Pentecost, 1984). Estos factores influencian tanto la composicion de especies,
como la abundancia relativa de pigmentos (Stal, et al, 1985; Palmisano et al.
198). Debido a este gradiente, el crecimiento en los tapetes se da
preferentemente en forma laminar, aunque la distribucion de los
microorganismos ocurre de una manera comun en estas estructuras bentonicas
(D’Antoni et al., 1989; Pfennig, 1986; Piersen et al, 1990 y Jorgensen y Des
Marais, 1986 )). Estas comunidades bentonicas llegan a crecer en pozas
someras hipersalinas (Joergensen, 1989), asi como en temperaturas que oscilan
entre 18 a 35°C (Javor, 1984; Des Marais, 1989).

Los tapetes microbianos en el medio ambiente natural son comunidades
bentonicas densas, conformados de cianobacterias (tipicamente el principal
organismo formador del tapete), bacterias fototroficas anaerdbias y bacterias
quimiolitotroficas.  Estos también contienen poblaciones de bacterias
heterotroficas (Villanueva et al., 1994, Bender et al, 1994). Los componentes
autotrofos y fijadores de nitrogeno proveen nutrientes a los tapetes microbianos
( Pearl, et al., 1989). Su estructura se desarrolla en forma laminar y vertical
debido a las condiciones fisicas y quimicas del lugar (Jorgensen y Des Marais,

1980).



En e medio naural, los tapetes microbialles juegan wn papel imyporizanie
como absorbentes, filtradores y transformadores de varios mutnientes y
conttaminantes, que incursionan en las zonas intenmarealles y costeras. Ademds
de que los tapetes presentan zomas Oxicas y anoxicas, por lo tanto pueden
oxidiar y reducir metales (Oren y Padan, 1978).

Actualmente existen escasas metodologias accesibles para la comstruccion
dee tapetes microbianos. A pesar de que en los iltimos aitos la investigacion para
la comstruccion de tapetes microbianos se desanrolla de manera prometedora,
esta pertenece a detenminadas empresas, por lo que dichas mvestigaciones se

entran patentadas. Aum cvando estas imiciativas som imcipientes, ol

aplicaciones referentes a la inmovilizacion de microorganismos lra avanzado en

la implementacion de wma gran variedad de soportes para immowvilizar
activamente la estructura intenna del ecosistema: malla plastica (nylon) (Bender

et al., 1991), matriz de ensitado de pasto (Phillips et al., 1994 ), fibra de widio

(Bender et al.. 1995,1994), malla con coco o piedra caliza (Goodroad et al.,
1995), fomaje fenmentado sobre balsas o biomeactores (Bender y Phillips,
1996)).

Debido a que mo es facill obtemer wna —metodologia sistematica
desanrollada por diferentes mvestigadores, es mecesario realizar estudios basicos
sobre la construccion de tapetes microbianos a partir de inoculos natwrales com



La ventaja de utilizar indeulos naturales, se da en el momento en el cual el
indeulo cubre la totalidad del soporte, reduciende el tiempe en la colonizacion y
activacion de los tapetes, esto permite una mayer superficie para que se
establezean las bacterias y organismos autotrofos y heterotrofos. Ademas de su
excelente capacidad de filtracién, asi ecomo poderse construir de una manera
sumamente econdmiea, los ubica como una alternativa eonflable enmarcada en
les principios de la blo-remediacién, eome son ne presentar contaminacion
secundarla, reciclado de los contaminantes y teenolegla compatible
ecologicamente.

Debido a la complejidad de los tapetes micrebianes, se requiere identificar
los grandes grupos de microorganismos eontenidos en ellos, sustentdndoge en el
principio de que los consorcios formadores poseen diferentes pigmentos
caracteristicos via acido mevalonico requeridos para realizar funciones basicas y
accesorias en la fisiologla de los compenentes microbianos ( Tabla 1 ).

Entre estos se encuentran la clorofila a, principal compenente tanto de
diatomeas y clanobacterias, que se considera el principal componente en el
desarrollo del tapete, ademas de la bacterieclorofila &, encontrada en las
baeterias plrpuras y ubicadas en la tercera posicion del tapete y por ultime las
bacterias verdes sulfurosas, en las cuales se encuentra la bacterioclorofila ¢,

come prineipal componente en el eentro reactivo (fig.1). Con base en su



abundancia por cantidad de muestra tomada, se puede seleccionar la cantidad

de indculo necesario para la construccion del tapete.

Tabla | .- Longitudes de onda de los principales pigmentos fotosinteticos segtn la
bibliografia ( X= no reportadas )

Pigmentos 1 2 3 4 516 7 8
Carotenoides 400-300 465,495
X 155,481 X X X | 480 X
447,477
Clorofila a 660.665 | 435 1430, 664 | 675 680 X 664
670-680
Bclorofila a 768.770 | 375. 590, 368. 390 | 800. 850 | 850 770
591 790-810 770 X X
830-920
(1) Stal et al., 1984 (5) Pfenning 1989
(2) Beverly et al., 1989 (6) Clayton, 1963.
(3) Villanueva et al., 1994 (7) Sternan, 1988

(4) Ward et al.. 1989 (8) Strickland y Parson, 1972
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Fig. 1. Componentes en los tapetes microbianos naturales

Con el incremento en la actividad acuicultural, y los grandes volimenes
de agua que son vertidos a cuerpos de agua marino y dulceacuicolas y a la
carencia de metodologias alternativas dentro del contexto de biorremediacion,
se ve la necesidad de desarrollar una metodologia practica v economica en la
construccion de tapetes microbianos. De tal manera, que en el presente trabajo
se propone construir tapetes microbianos artificiales, a partir de
homogeneizado de tapetes microbianos naturales, utilizando lana de fibra de
vidrio como soporte, que contengan diversas comunidades y de facil

fabricacion.



2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Construir y caracterizar tapetes microbianos destinados para la

biorremediacion de efluentes acuiculturales marinos.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.

o.- Construccion de tapetes microbianos sobre soporte de lana de
fibra de vidrio.

e.- Determinar la cantidad de in6culo necesario en la construccion
de tapetes microbianos.

o.- Evaluar los componentes pigmentarios, como un indice de
caracterizacion para la construccion de tapetes microbianos.

e - Caracterizar morfologicamente algunos de los componentes
principales de los tapetes construidos e identificarlos a nivel de grandes grupos

taxonOMmicos. .
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3.- MATERIALES Y METODOS.

3.1.- OBTENCION DE TAPETES NATURALES.

3.1.1. Localizacion del area de muestreo.

Se colectaron tapetes microbianos naturales, en Bahia de San Quintin, en
la parte Norte del Brazo San Quintin, Baja California, México (Fig. 2). Estos
tapetes fueron colectadas durante el mes de Agosto de 1998 en pozas durante
el periodo de marea baja. La salinidad al momento del muestreo se encontraba
en 65 0/oo y la temperatura en 35°C. Una vez colectados, los tapetes (fig.3)
fueron colocados en una hielera (fig. 4) conteniendo el agua del sitio de
colecta y transladados al laboratorio de la Facultad de Ciencias Marinas.
En el laboratorio, los tapetes se colocaron en acuarios, inicialmente con agua
del lugar de muestreo. Se le afiadio suficiente agua para que estos fueran
cubiertos, aproximadamente 5 cm.

3.2- ACLIMATACION DE LOS TAPETES NATURALES

Con el fin de aclimatar a los tapetes a las condiciones de S o/oo mas
similares (36-40 o0/00) a la de los efluentes semi-extensivos de cultivos de
camaron, se inicio un proceso de aclimatacion gradual. Se disminuyo
progresivamente la salinidad del medio natural (60 o/00) a intervalos de 5 0/00
por periodos de 3 dias. Durante el tiempo de aclimatacion diariamente se
repuso la agua evaporada, utilizado un medio inorganico (Allen y Arnon, 1955)

y un medio con compuestos organicos BG (Thompson et al., 1988) para
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Fig. 2. Localizacion del area de muestreo de los
tapetes microbianos naturales .
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Fig. 4. Tapetes microbianos naturales en hieleras.
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algas verde-azules disueltos en agua dulce para reducir la salinidad. La mezcla
de medio de cultivo fue utilizada durante los dias nones y agua dulce sola los
dias pares, durante los 15 dias que duro la aclimatacion (fig. 5).

3.3- PREPARACION DEL INOCULO.

Los tapetes naturales aclimatados a salinidad de 40 o/oo, fueron
limpiados eliminando la parte inerte de los mismos. Se eligieron los primero
Smm del tapete natural, ya que la parte viva del consorcio se encuentra en solo
unas milimetros de grosor. Una vez seleccionado el material a utilizar, fué
introducido a una licuadora ( fig. 6) para su homogenizacion utilizando un poco
de agua de la encontrada en los tapetes. El producto homogenizado obtenido
en forma de pasta fue utilizado posteriormente para sembrar soportes inertes
(fig.7a, b)

3.4.- CONSTRUCCION DE TAPETES.

En previos experimentos ( Bender et al., 1994; Garcia, 1996 ) se observo
que la lana de fibra de vidrio presentaba una superficie en la cual el inoculo se
adheria perfectamente, por lo que se decidio utilizarlo. Asi se realizaron seis
secciones de 266 cm” (19 x 14 cm ) ( fig. 8).

Se utilizo como unidad de referencia la cantidad de in6culo necesario
para lograr la cobertura minima sobre el soporte destinado para la construccion
de cada tapete ( 0.150 gr/cm® ). Partiendo de esta cantidad, se sembaron dos

tapetes con 40 gr, cada uno, dos tapetes con incrementos en una, asi cOmo



Fig. 5. Acondicionamiento de los tapetes naturales en el laboratorio.
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Fig. 6. Homogeneizado de los tapetes microbianos naturales acondicionados
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Fig. 7. Soporte utilizado en la construccion de los tapetes microbianos (a) .
Homogeneizado y aplicacion del homogeneizado (b))
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Fig. 8. Muestreo de los tapetes construidos.
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dos veces la unidad de referencia. Las cantidades de inoculo determinadas
fueron 0.300 gr/cm”( 80 gr,) y 0.451 gr/em” (120 gr,) de indculo.

3.5. REGISTRO DE PARAMETROS.

Los parametros que se registraron sistematicamente durante el
experimento fueron la temperatura y la salinidad. Debido a que se trabajo con
un sistema cerrado, fue necesario observar estos parametros diariamente.

Las lecturas de temperatura se registraron utilizando un termometro
marca BGR con un intervalo de +120 -50( 0.2 °C ). La salinidad fué medida
utilizando un refractometro marca Reichert-Jung. ( 0.2 0/00)

3.6.- PESO DEL SUSTRATO.

Del soporte utilizado en la construccion de los tapetes, se cortaron cinco
fracciones de 4 cm’cada una, se pesaron y se determiné su peso promedio.

3.7.- PESO SECO INICIAL DEL INOCULO

Se eligio un tapete para determinar el peso medio de cada tapete una vez
inoculado. Se corto una fraccion de 4 cm’, dividiendola en 4 subfracciones de
lem? Posteriormente se determiné su peso humedo, después fueron colocadas
en la estufa a 100 °C durante 24 horas hasta peso constante, y posteriormente
se determino su peso Seco.

3.8.- EXTRACCION DE PIGMENTOS.

Los muestreos se iniciaron el dia en que fueron inoculados los soportes, y

posteriormente cada dos dias, durante 18 dias. Se corto aleatoriamente una
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seccion de 4 cm” de cada inéculo. Esta se dividio en cuatro secciones de 1 cm’
las cuales se pesaron en una balanza marca OHAUS (0.0001 g), posteriormente
fueron introducidas en tubos de extraccion de plastico de 14 ml 'y se
mantuvieron en la obscuridad a 4 °C en un refrigerador por 24 horas, tiempo
necesario para la extraccion de pigmentos.

Anterior al inicio del proceso de extraccion, se realizo una prueba para
determinar la concentracion de solvente a utilizar. Para esto fueron utilizadas
cuatro diferentes combinaciones de solvente. Se determiné una relacion de
metanol/hexano 5: 7 (v/v), (metanol/hexano), para las bacterioclorofilas y 6.5
ml de acetona para la clorofila a y P-caroteno. La extraccion se realizo
inmediatamente después de haberse llevado a cabo el muestreo.

3.9.- ESPECTROS DE ABSORCION.

Después de 24 horas, los extractos obtenidos fueron centrifugados para
eliminar impurezas y se mantuvieron a 4°C previo a su analisis. Las muestras se
analizaron en un espectrofotometro Hewlet-Packard modelo HP 8453 con
arreglo de diodos, utilizando un barrido continuo de longitudes de onda entre
119 - 900 nm.

El analisis de pigmentos se realizo en penumbra y utilizando luz verde
para evitar excitacion de citocromos e interferencia en la cuantificacion de

pigmentos
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3.10.- ANALISIS DE PIGMENTOS.

La concentracion de la clorofila a se determind mediante el empleo de las
ecuaciones propuestas por Sterman (1988) , mientras que para el caso de los
carotenoides totales se utilizé la ecuacion de Strickland y Parson (1972) . En
ambos caso en pg/ml y se utilizo acetona como solvente.

Cla = 11.93 A.564 -1.93 A647

Caro= 4.0 A s

Las concentraciones de bacterioclorofila a fueron estimadas mediante una
curva de calibracion empleado un estandar comercial y metanol como solvente
(fig. 9).

3.11.- REGISTRO DE MICROORGANISMOS.

Se realizaron observaciones utilizando un microscopio compuesto, para

determinar la presencia de algunos microorganismos formadores de los tapetes

y se tomaron fotografias de los mismos.
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4. RESULTADOS.
4.1. CONDICIONES DE CULTIVO Y CARACTERISTICAS DE LOS
TAPETES SEMBRADOS.

4.1.1. Aclimatacion.

Los tapetes respondieron bien al periodo de aclimatacion, evidencia de
ello fue la permanencia de la capa autotrofica de los tapetes, indicando buenas
condiciones de ellos durante los 15 dias de aclimatacion.

4.1.2. Preparacion del inoculo.

Los tapetes microbianos naturales aclimatado, fueron colocados en una
licuadora, obteneiendose un material pastoso y facil de ser inoculado en los
soporte utilizados para su construccion.

4.1.3. Construccion de tapetes.

Con el fin de realizar una estandarizacion de las cantidades de los
homogenizados de los indculos sembrados en relacion al soporte utilizado, se
estimé el peso promedio de el algodon de fibra de vidrio utilizado. Asi se
determino un peso de 0.016 g/cm”.

Del peso seco de cada tapete se obtuvieron las determinaciones promedio

de la biomasa seca, mismas que fueron 0.049, 0.075 y 0.1321 g/cm’ para los
tapetes con 40, 80 y 120 g de indculo respectivamente.

4.1.4. Monitoreo de parametros.



Se registraron temperaturas promedio de 22 + 2° C durante la mafana,
mientras que por la tarde el promedio estimado fue de 36 +2° C

La salinidad promedio a la cual se mantuvieron los tapetes, esta fué de 36
+ 3 o/oo. Aunque la temperatura estuvo regida por el medio ambiente, la
concentracion de la salinidad ajustada mediante agua corriente obedecio a que
se trato de semejarse lo mas posible a las condiciones prevalecientes en los
efluentes de granjas de cultivo semiintensivos de camaron.

4.2. ESPECTROS DE ABSORCION PIGMENTARIA DE LOS TAPETES
MICROBIANOS.

4.2.1. Espectro de absorcion del primer muestreo ( dia cero)

Los espectros de absorcion para los tapetes construidos con 40, 80 y 120
gramos de inoculo, se presentan en las figuras 10-12. Para el primer dia de
muestreo en los tres tamaios de inodculos, se observaron los componentes
tipicos del espectro de absorcion de los fotoautdtrofos y fotoheterdtrofos. La
componente en la region del violeta y azul del espectro (400-500) se encuentra
claramente definida en los tres tamafios de inoculos, sin embargo. en los tapetes
con 40 gramos de inoculo se registro una absorbancia considerablemente menor
(fig.10). Las componentes carotenoides registraron una absorbancia
considerable en acetona. Se registro el maximo caracteristico del pigmento f3-
caroteno a los 480 nm, de diatomeas y cianobacterias y otras microalgas

eucariotas ( Chlorella sp. Dunaliella sp.) consideradas como los componentes
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fotoautotrofos principalmente y en menor grado fotoheterotrofos en el
consorcio del tapete. Sin embargo, se observo una disminucion en el verde-
naranja del espectro (500-600 nm), representado por ficobilinas, absorbiendo en
los 300 nm. Esta disminucion fué mas evidente en los tapetes con 40 gr de
inoculo ( fig 10),que presentan una absorbancia muy similar los tapetes
construidos con 80 y 120 gr de inoculo.

Se observo claramente un incremento en la region de rojo del espectro
(650-680) cuya componente principal a 665 nm corresponde a la clorofila «,
pigmento registrado tanto en diatomeas como cianobacterias. Este incremento
fué mas marcado en los tapetes con 80 y 120 gr (fig. 10), mientras que en los
tapetes con 40 gr se presentd la menor absorbancia registrada en esta seccion
del espectro. Posteriormente se presentd una disminucion al final del rojo
mismo que continua hacia el infrarojo (700-900). La componente principal en
esta region asociada a las bacterias purpura y bacterias verdes sulfurosas en los
tapetes, presentan maximos de absorbancias principalmente a los 770 nmy 900
nm respectivamente.

4.2.2. Espectro de absorcion del cuarto muestreo (dia siete)

Los analisis pigmentarios del cuarto dia de muestreo en los tres tamafios
de inoculos indican un comportamiento similar al inicio del muestreo, con los
componentes tipicos del espectro, y una clara intensificacion en la region

violeta-azul del espectro, caracterizada por los carotenoides del tapete (400-
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500 nm). Sin embargo, la intensificacion se ve mas marcada en los tapetes
construidos con 80 y 120 gramos de inoeulos (fig.11), con las menores
absorbancia en esta regién, en los tapetes eon 40 gramos. Posterlormente se
reglstrd una disminucién muy mareada haela la region del verde-naranja,
espectro representado por la ficoeritrinas (566 nm). Un ineremento muy similar
se dio en la region de naranja-rojo del espeetio (650-680) en los tres tapetes .
En esta regién representada por la clorofila @, asociada a la presencia de
organismos fotoauiotrofos en el tapete (diatomeas, flagelados y cianobacterias).
Hacia final del espectro (700-900 nm), regién del rojo e infrarojo, se presento
una disminueidn muy similar y ademés esta ecaracterizada por la presencia de
bacteriocioroflia & (770 nm) y bacterioclorofila & (900 nm), y representadas por
las bacterias purpura y bacterias verdes sulfurosas respectivamente.
4.2.3. Espeetro de absoreion del octavo muestreo.( dia 15 )

Después de dos semanas se pudo observar que ia region del violeta -azul
se presentd claramente definida (400-500), sin embargo, se observaron
diferenclas marcadas entre los tres tamafios de indeulos. Una forma muy similar
se determind en el espectro en los tapetes con 40 y 80 gr de indeulo (fig. 12).
En los tapetes con 40 gr se registraron ias menores absorbancias, mientras

que en los tapetes con 120 gr las mayores. Esta region del espectro, se
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encuentra asociada a los carotenoides del tapete, a su vez relacionados con
diatomeas, flagelados y cianobacterias.

En la region del verde-naraja (500-600 nm) caracterizada por las
ficoeritrinas (566 nm), se observo una marcada diferencia entre los tres
tamaiios, con una menor disminucion en los tapetes con 80 gr, seguido por los
de 40 gr y finalmente la menor absorbancia, se encontro6 en los tapetes con 120
gr de inoculo.

En la region del naranja-rojo (650-680 nm) la absorbancia fue mayor en
los tapetes con 80 gr de indculo, seguido por los de 40 y finalmente de 120 gr.
En esta region se encuentra como componente principal a la clorofila a (665
nm).

Tanto en los tapetes con 80, como en los de 120 gr se observo, en la
region del rojo-infrarojo, una disminucion, aunque esta se registr6 con mayor
intensidad en los construidos con 120 gr de inoculo (fig. 12). En los tapetes
con 40 gr las absorbancias se mantuvieron casi constantes en esta region del
espectro (700-900), caracterizada por la presencia de bactericolcorofila a y

bacterioclorofila & (770 y 900 nm, respectivamente).

43 CONCENTRACION PIGMENTARIA DE LOS TAPETES

MICROBIANOS CONSTRUIDOS.
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Las concentraciones de B-caroteno registradas en los tres tamaiios de
indculos, se presentan el la Tabla 11, ademas de la secuencia grafica de estas en
la figuras 13-15 respectivamente. En las graficas 13-15, se observo una
concentracion inicial de aproximadamente 0.26 mg/gr en los tres indculos. Un
comportamiento casi constante en los 120 gr (alrededor de 0.3 mg/gr). Una
caracteristica similar se registro en el tapete construido con 80 gr de indculo,
cuyas concentraciones tuvieron alrededor de 0.35 mg/gr de muestra. Sin
embargo, en los 40 gr de indculo, puede observarse mayor concentracion de [3-

caroteno, con incremento hacia los ultimos muestreos del experimento.

Tabla. II. Concentracion (mg/gr.) de B-caroteno en
tapetes construidos con 40,80y 120 grs.

40 gramos 80 gramos. | 120
gramos
Muestra CONCE|[NTRAC|IONES
1 (0dias) | 0.2606 0.2987 0.2129
2 (3 dias) | 0.2436 0.4435 0.3085
3 (5dias) | 0.1757 0.3391 0.3274
4 (7 dias) | 0.6216 0.3728 0.3205
5 (9 dias) | 0.6277 0.3231 0.2673
6 (1ldias) [ 0.6145 0.5655 0.2667
7 (13dias) | 0.3548 0.4377 0.2894
8 (15dias) | 0.3636 0.3660 0.3184
9 (17dias) | 0.6161 0.3159 0.2479

.

Las concentraciones de clorofila a en mg/gramo de muestra en los tres
tamaiios de inoculos son presentadas en la Tabla III, y su representacion grafica

en las figuras 16-18. Graficamente se puede observar una concentracion



alrededor de los 0.3 mg/gr de muestra en los tres tamafios de indculos. Se
observa un comportamiento mas irregular en los 40 gr de inoculos, con
disminuciones muy marcadas los primero dias, para presentar incrementos
marcados la mitad del experimentos, para disminuir durante los tres ultimos
muestreos. Sin embargo, en los inoculos de 80 y 120 gr, se observd un
comportamiento mas constante a lo largo del experimento, con
concentraciones muy similares.

Tabla III. Concentracion (mg/gr) de Clorofila @ en
tapetes construidos con 40,80 y 120 grs

40 gramos 80 gramos 120
gramos
Muestra CONCE|NTRAC|IONES
1 (0dias) | 0.3293 0.3759 0.2685
2 (3 dias) | 0.3534 0.5311 0.4633
3 (5dias) | 0.2457 0.4920 0.4775
4 (7dias) | 0.8944 0.5657 0.4854
5 (9dias) | 0.9335 0.4775 0.4281
6 (1ldias) | 0.8926 0.8076 0.3804
7 (13 dias) | 0.5388 0.6265 0.4115
8 (15dias) | 0.5646 0.5099 0.4591
9 (17dias) | 0.4426 0.4000 0.3671

Las concentraciones en mg/gr correspondientes a la bacterioclorofila a
para los tres inoculos son presentadas en la tabla 1V, asi como su curva de
calibracion fig. 9, asi como su respectivo comportamiento gréfico figuras 19-21.
En las figuras se observa una concentracion inicial muy parecida, sin embargo.
las concentraciones mas altas son observadas en 80 y 120 gramos de indculo,

aunque se observa mayor variacion en los 120 gramos.



Tabla IV. Concentracion ( mg/gr.) de Bacterioclorofila «
en tapetes construidos con 40,80 y 120 grs.

40 gramos | 80 gramos 120
gramos
Muestra CONCE |[NTRACI|IONES
1 (0 dias) | 0.7962 0.5520 1.0310
2 (3dias) | 0.3350 0.3345 0.1168
3 (5dias) | 0.4120 0.4323 0.4493
4 (7 dias) | 0.6508 0.6924 0.2229
5 (9dias) | 0.5452 0.5370 0.3563
6 (lldias) | 0.5216 1.3735 0.5520
7 (13dias) | 0.6015 0.4514 0.1852
8 (l5dias) | 0.1538 0.9543 1.0110
9 (17dias) | 0.4751 0.4064 0.3234

4.4. DETERMINACION DEL TAMANO OPTIMO DE INOCULO PARA LA
CONSTRUCCION DE TAPETES MICROBIANOS.

4.4.1.- Analisis Estadistico.

Debido a que las concentraciones no presentaban una distribucion normal,
se les aplico una prueba estadistica no paramétrica de Tukey, Tukey(1953 en
Zar, 1984) a tres niveles de confianza ( o = 0.01, 0.05 y 0.1 ), para
comparaciones multiples en los tapetes con 40, 80 y 120 gr. de inoculo. Esta
prueba fue aplicada para {3-caroteno, clorofila a y bacterioclorofila a.

La comparacion de [B-caroteno para los tres tamaiios de inoculos, se

presenta en la tabla V. Al realizar la comparacion entre los tapetes con 40 (1)

contra 120 gr(3), se encontro diferencia entre ellos, en los tres niveles de
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confianza, debido a que 120 gramos presentd menor concentracion de -
caroteno. De igual manera, se observo diferencias entre los tapetes con 80 (2)
contra 120 (3), lo que indicé mayor concentracion del pigmento en los tapetes
construidos con 80 gramos de indculo, mientras que en la comparacion hecha
entre los tapetes de 40 (1), contra 80 gramos (2), indica que no existen
diferencias entre ellos, por lo que el contienen concentraciones similares de [3-
caroteno.

En la tabla VI se presentan los resultados estadisticos de la comparacion
de los tres tamaiios de indculo, utilizando la clorofila @ como comparacion.
Primeramente se observa que entre los tapetes con 40 gramos (1) contra 120
(3), presentaron diferencias significativas a los tres niveles de confianza,
registrandose mayor contenido de clorofila a en los tapetes con 40 gramos. De
igual manera, la comparacion entre 80 (2) contra 120 gramos (3), indican que
son significativamente diferentes. Sin embargo, al realizar la comparacion entre
los tapetes con 40 (1) y 80 gramos (2), no se detectd deferencias entre ellos,
por lo que presentan concentraciones de clorofila a similares.

Finalmente los resultados estadisticos al utilizar a la bacterioclorofila a
como indicador se presentan en la tabla VII. La comparacion de los tapetes con
40 (1) contra 80 gramos (2), asi como 80 (2) contra 120 gramos (3), y 40 (1)
contra 120 gramos (3) presentan diferencias muy significante (o = 0.1 y 0.05)

lo que indica que las concentraciones de bacterioclorofila a son diferentes entre
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ellos .Sin embargo, al realizar nuevamente la comparacion a un diferente nivel
de confianza ( o= 0.01) indicé que solo la comparacion entre 40 (1) contra 80
gramos (2), son significativamente iguales las concentraciones de

bacterioclorofila a..

Tabla V.- Comparacion de los tres tamaiios de inoculos, utilizando la prueba estadistica no
paramétrica de Tukey ( o= 0.01: 0.05 y 0.1 ) de comparacion multiple, para la
concentracion de B-Caroteno en mg/gr., de muestra.

Inoculos | Diferencia EE q q0.1 q0.05 q 0.01 Conclusiones
(Rg-Ry) oc,3 * oc,3** | o 3e*

1Vs3 146-77=69 | 4.51 | 1530 | 2.902 |3.314 4.12 Rechaza Ho,
por lo tanto 1y3
son diferentes *

1 Vs2 155-146=9 | 4.51 | 1.99 |2.902 [3314 4.12 Acepta Ho porlo
tanto 1y2 son
iguales *

2Vs3 155-77=78 | 4.51 | 17.29 | 2.902 | 3.314 4.12 Rechaza Ho,

por lo tanto 2y3
son diferentes *

*= siginificante **= muy significante ***= Altamente significante

4.4.2. Razones pigmentarias.
Se realizd una comparacion de las razones pigmentarias entre las
concentraciones de los tres pigmentos utilizados como un indice para evaluar el
tamafio del inoculo.

4.4.2.1. Clorofila/ B-caroteno,
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Tabla VI.- Comparacién de los tres tamaiios de indculos, utilizando la prueba estadistica no

paramétrica de Tukey

(>« =00I:

0.05

Y 0.1)

concentracion de Clorofila « en mg/gr.. de muestra.

de comparacion multiple, para

la

Inoculos | Diferencias | EE q q0.1 [q005 |q0.0l Conclusiones
3 * oc,3 ** oc, JH*¥

1Vs3 139-84=55 | 4.51 | 12.19 |2.902 |3.314 |4.12 Rechaza Ho, por lo
tanto 1 y 3 son
diferentes. *

1 Vs2 151-39=12 | 4.51 | 2.66 2902 3314 |[4.12 Acepta  Ho. por
lo tanto 1 v 2 son
iguales*

2Vs3 151-84=67 | 4.51 | 14.85 |2.902 (3314 [4.12 Rechaza Ho, por lo

tanto 2 y 3 son
diferentes.®

*= Significante **= Muy significante

*#*¥= Altamente significante.

Tabla VIIL- Comparacién de los tres tamaiios de indculos, utilizando la prueba estadistica no
paramétrica de Tukey (o = 0.01 : 0.05 v 0.1 ) de comparacion multiple, para la concentracion
de Bacterioclorofila « en mg/gr.. de muestra

Inoculos | Diferencias EE q q0.1 q0.05 |q0.01 Conclusiones
(Rp-R.) oc,3 ¥ |oc I¥k | oc JEHF

I Vs3 128-102=26 | 4.51 | 5.76 | 2.902 | 3.314 4.120 Rechaza Ho, por lo
tanto 1 y 3 son
diferentes ***

1 Vs2 146-128=18 | 4.51 1 3.99 | 2902 | 3.314 4.120 Acepta Ho. por lo
tanto 1 v 2 son
iguales ***

2Vs3 146-102=44 | 451 [ 9.75 | 2902 | 3.314 4.120 Rechaza Ho. por lo
tanto 2 v 3 son
diferentes ***

* = Significante

**= Muy significante ***= Altamentc significante.
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Las razones correspondientes a los tres tamafios de inoculo, se presentan
en la figura 22. Primeramente se observa en 40 gr. de inoculo un
comportamiento descendente hacia el final del experimento. Sin embargo, en los
tapetes con 80 y 120 gramos se observa que el radio se mantiene casi constante
a través de todos los muestreos realizados.

4.4.2.2. Clorofila a/ Bclorofila a

La relacion clorofila a/Bclorofila a se presenta en la figura 23. En esta
relacion se observa claramente un comportamiento ascendente en los tapetes
con 40 gr., mientras que en 80 y 120 gr. de indculo, se observa una
comportamiento descendente en esta relacion pigmentaria.

4.4.3.3 Ponderacion de la concentracion de pigmentos en relacion
al tamafio de indculo.

La poderacion de las concentraaciones de los tres pigmentos utilizados
para la evaluacion del tamafio de inoculo es presentada en la figura 23.
Primeramente para el pigmento [p-caroteno, se registrO  un mayor
porcentaje (39%) en los tapetes con 40 gramos de inoculo, seguido por los
construidos con 80 con un 35 % y finalmente el de 120 gr con 27%.

Con respecto a la clorofila «, se tiene una mayor concentracion en los
tapetes con 40 gr de inoculo, con un 38 %, mientras que en los construidos con

80 gr. se presentd un 35%, mientras que para los 120 gr se registraron 27%.
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La ponderacion realizada a las concentraciones de bacterioclorofila a
arrojan un porcentaje del 29 % en los tapetes con 40 gr de inoculo, mientras
que con 80 gr. se obtuvo un 37 %, para registrarse el menor porcentaje en los
tapetes construidos con 120 gr.

4.5. MICROORGANISMOS DEL TAPETE.

En la lista 1, se presentan los organismos observados en los tapetes
construidos. Entre estos se encuentran diatomeas Navicula sp., Nitzchia sp., y
Cymbella sp. Asi como algunas clanobacterias, entre las que se encuentran
Oscillatoria sp., Trichodesmiun sp., Anacystis sp., Anabaena sp., 'y
Phormidium sp., ademas de bacterias purpuras.

Lista 1.- Microorganismos presentes en los tapetes construidos.

Navicula sp.
Nitzchia sp.
Cymbella sp.
Anacysitis sp.
Trichodesmiu sp.
Oscillatoria sp.
Anabaena sp.
Phormidium sp.

Chorella sp.
Bacterias purpuras.
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Fig. 22 Razones clorofila a/ -caroteno en los tapetes
construidos con 40, 80 y 120 gramos de inoculo
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5. DISCUSION

Los tapetes construidos y aclimatados a salinidades encontradas en
cultivos de camaron semiintesivos ~400/00, presentarén una evolucion
adecuada, como son cambio de coloracion de negro a verde, culminandose con
la presencia de burbujas , lo que indica el buen funcionamiento de la capa
superficial del tapete, de acuerdo a lo observado in vivo en el microscopio
optico.

Los espectros de absorcion presentados en las figuras 9-11, muestran
claramente la gama de pigmentos contenidos en los consorcios microbianos.
Aqui se puede apreciar la presencia de los pigmentos caracteristicos en los
microorganismos que conforman los tapetes naturales. Beverly y Olson, 1989,
mencionan que todos los centros reactivos contienen uno de los siguientes
pigmentos: clorofila @, bacterioclorofila @, bacterioclorofila b 6 bacterioclorofila
by otros pigmentos que funcionan como colectores de luz, entre los que se
encuentran las clorofilas y los carotenoides. Sin embargo, en el presente trabajo
solo se consideraron tres pigmentos f-caroteno, clorofila a y bacterioclorofila
a.

Guerrero y Mas, 1989, mencionan que la parte mas superior de la
comunidad consiste de microorganismos fototrofos aerobios, tales como las
diatomeas y cianobacterias fotoheterotrofas, adaptadas mas a regimenes

turbulentos de la capa de mezcla. Estas protegen de las altas radiaciones a los
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microorganismos situados bajo la primera capa. De modo que estas altas
intensidades en la superficie ocasionan que las diatomeas generen mayores
concentraciones de pigmentos carotenoides, entre los que se encuentran el
fotoprotector B-caroteno el cual absorbe luz a los 480 nm (Strickland y
Pearson, 1972), asi como en cianobacterias los pigmentos zeaxantina,
cantaxantina y echinenone (Stewart, 1974). Estos pigmentos generalmente son
utilizados contra los daiios de fotooxidacion (Beverly y Olson, 1989; Loeblich,
1982), no obstante, en las comunidades bentonicas, se le confiere poca ventajas
como colectores de luz en los organismos que crecen en el primero y segundo
mm del tapetes. Martheron y Baulaigue (1977 en Beverly y Olson, 1989),
determinaron que los carotenoides tienen una funcion significante en medios
ambientes profundos, donde las longitudes de onda largas no penetran.
Guerrero et al., (1987); Elchler y Pfennig, (1988); Fischer et al, (1996) ,
encontraron en bacterias purpura sulfurosas, okenone y sprilloxantina como
principales carotenoides. En el presente trabajo se hicieron observaciones in
vivo al microscopio Optico, se obtuvieron imagenes, que indican la presencia de
varios géneros de diatomeas, entre las cuales se encuentran Cymbella sp. (fig.
25a), Nitzchia sp. (fig. 25b), Navicula sp. (fig. 25c). Estas dos primeras
especies fueron identificadas en Laguna Figueroa (Laguna Mormona), en
trabajos previos de distribucion de microorganismos en tapes microbianos

laminados ( Stolz, 1990). Esta laguna se encuentra situada a poca distancia del
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Fig. 25. Fotografia in vivo de una parte del consorcio microbiano. a)
Cymbella sp. b) Nitzchia sp. ¢) Navicula sp. y d)Anacystis sp.



area de muestreo del presente trabajo, ademas de que es una zona hipersalina, la
cual es protegida de la entrada directa de aguas de Oceano Pacifico. lo que hace
que exista mucha acumulacion de materia organica, y en algunos caso aguas
con condiciones casi anoxicas. Estas diatomeas constitutivas de los tapetes
estan asociadas y han sido registradas en cuerpos de aguas contaminadas
(Weber, 1971).

Con respecto a las razones clorofila a/ 3-caroteno,en los tres tamaiios de
inoculos ( fig. 22), indican una tendencia descendente en los 40 gr de
inoculo, lo cual puede ser un indicador de que los organismos componentes de
la primera capa se aclimataron adecuadamente a las condiciones oftecidas
durante el experimento. Este resultado fue corroborado al analizar los indculos
de 80 y 120 gr. donde la relacion clorofila a/B-caroteno, se mantuvo casi
constante durante el experimento.

La segunda capa en un tapete esta habitada principalmente por
cianobacterias filamentosas, componentes muy importante en su estructura, asi
como algunas Clorofitas y bacterias quimiotroficas como Nitrosomonas y
Nitrobacter. Estos organismos filamentosos permiten que el resto de los
microorganismos  del consorcio se puedan establecer, ya que la biomasa
poblacional crea una estructura reticular que favorece el asentamiento o
inmersion de sedimento y material organico. Las cianobacterias se consideran

como el principal organismo formador de los tapetes, de alli que se denominen
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también tapetes cianobacterianos, aunque en su estructura s€ encuentren una
gran variedad de bacterias. Estos organismos contienen bacterioclorofila y
clorofila @ como principal pigmento, los cuales se ubican de 375 a 920 nm
(Pfennig, 1986 ); 665 nm ( Stal et al, 1984 ); 664 ( Villanueva et al, 1994 ). Los
carotenoides son otros componentes pigmentarios que se encuentran en menor
concentracion. Sin embargo, la absorcion de luz por esos organismo en aguas
someras o ambientes bentonicos (tapetes) no interfiere con las longitudes de
onda o espectro de absorcion de las bacterias purpuras o verdes (Pfennig,
1989).

Entre los registros de organismos componentes del tapete obtenidos de
muestras /17 vivo se observaron varios géneros de cianobacterias , Oscillatoria
sp. (figs. 26a y 27a), Trichodesmium sp. (fig. 26a), Anacystis sp. (fig. 25d),
Anabaena sp. (fig. 27d) y Phormidium sp. (fig, 27b), una clorofita Chlorella
sp (fig. 27d). Tanto Phormidium sp. como Oscillatoria sp. fueron detectadas
previamente por Stolz, 1990 en los tapetes estudiados en Laguna Figueroa.

La presencia de bacterioclorofila a dentro del tapete sugiere una cercana
asociacion fotosintética con diatomeas y cianobacterias. Este pigmento se da en
los componentes del tercero y cuarto nivel del tapete, correspondiendo a las
bacterias purpuras sulfurosas y no sulfurosas (capas de color purpura fig. 27a).
Una de las caracteristicas comunes de este grupo es su condicion anaerdbica

(Beverly y Olson, 1987), sin embargo, pueden ser encontradas con
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Fig. 26. Fotografia in vivo de a) Trichodesmiun sp. y b) Oscillatoria sp.
(masa de tricomas e y tricoma sencillo +)



Fig. 27. Fotografia del consorcio microbiano in vivo. a) mostrando la

matriz de cianobacterias (+) y bacterias purpura (e).b)
Phormidium sp. c). Chorella sp. y d ) Anabaena sp.



caracteristicas fototroficas anaerobicas obligadas, asi como fototroficas y
quimiotroficas facultativas (Pfennig, 1989). La caracteristica quimitrofica
representa una significancia ecologica, ya que tales especies son
metabolicamente mas flexibles que las fototrofica estrictas, pudiendo ocupar
nichos con condiciones cambiantes ( aerobias/anaerobias ) ( Nicholson et al,
1987), lo que permite continuar creciendo con oxigeno en ausencia de luz.
Estas caracteristicas permitiran a las  bacterias purpuras
adaptarse adecuadamente a las condiciones prevalecientes donde el tapete sea
colocado para llevar a cabo trabajos de biorremediacion.

Este grupo de bacterias purpuras en tapetes naturales, presenta
absorbancia en los 850 nm ( Nicholson et al, 1987). Sin embargo, longitudes de
onda de este grupo de bacterias han sido registradas en 830-920 ( Beverly y
Olson, 1989), y a 800 nm (Ward et al, 1989). Jorgensen y Des Marais (1986),
determinaron que intensidades de luz abajo de 700 nm es baja para soportar
fotosintesis aerobia, sin embargo, la radiacion sobre los 700 nm 'y
particularmente sobre los 1000 nm permanece disponible, debido a que la
profundidad de penetracion dentro del sedimento, se incrementa con la longitud
de onda de la radiacion. Pierson et al, (1990), encontraron que longitudes de
onda corta 400-.500 nm, son fuertemente atenuadas en los 2 mm superiores del

tapete y longitudes de onda mas largas > 700 nm rojo y cercanamente al
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infrarrojo, penetraron a mucho mas profundidad donde esta fue atenuada por la
bacterioclorofila & contenida en bacterias anaerobias fotosintéticas.

Lo anterior es indicativo de que cada componente de los tapetes
microbianos, ecologicamente se encuentra distribuido a lo ancho de gradiente
vertical del tapete, lo que permite que el consorcio funcione de una manera
integral, sin llevarse a cabo una competencia interespecifica por la luz,
nutrientes y espacio.

Fossing, et al. (1995),mencionan que la concentracion de nitratos sobre la
capa de agua que cubre el tapete de las bacterias sulfurosas, es de alrededor de
25 (pM), decreciendo a cero en los 3cm. Sin embargo, concentraciones
extremadamente altas arriba de 500 pM de nitratos fueron medidas en
filamentos limpios de la formadora de tapetes 7Thioploca de 6 cm de
profundidad en el mismo sitio. Esto indica una relacion entre los organismos
fototrofos aerobios y los anaerobios en el consorcio del tapete. No obstante,
podria darse la competencia intraespecifica por algiin parametro especifico.

Las oscilaciones en los valores registrados, son debidas a la forma
irregular de distribuir el homogeneizado o indculo. Ademas del error incurrido
al cortar cada seccion, ya que al hacerlo en lana de algodon plastico se contrae,
lo que no permite un corte uniforme entre ellos, obsevandose esto en las

concentraciones obtenidas de los pigmentos monitoreados. Sin embargo, los



trabajos relacionados con la construccion de tapetes microbianos, no indican un
seguimiento pigmentarios a lo largo de su activacion.

La clorofila @ y la bacterioclorofila @ son pigmentos importantes dentro
de un tapete microbiano, ya que son integrantes de varios de los componentes
biologicos biologicos en su estructura ( Pfenning, 1989; Beverly
y Olson, 1989). Sin embargo, no fue posible cuantificar la importancia
poblacional en cada uno de ellos , debido a ciue no fue evaluado el numero de
microorganismos. Por tal razon, la determinacion del tamafio del indculo fue
realizado estadisticamente con base en su concentracion estandarizada de la
clorofila a, B-caroteno y bacterioclorofila @, apoyandose en las razones y
ponderaciones pigmentarias.

Las aplicaciones estadisticas arrojaron evidencia de que las
concentraciones de [-caroteno, clorofila @ y bacterioclorofila a, son
similarmente significativas (o = 0.1 ) en los tapetes con 40 y 80 gramos, lo que
indica que en la construccion podria ser utilizado cualquiera de los dos tamafios
de inbculos. De acuerdo a lo observado se recomendaria un indculo de 40
gramos, lo cual aseguraria la permanencia del inoculo en el soporte y al paso del
efluente por ellos. Esto es reforzado con la informacion obtenida en las razones
desarrollados de clorofila a/f-caroteno y clorofila a/bacterioclorofila a, lo cual
indican que el radio en clorofila a/bacterioclorofila a disminuye fuertemente en

los tapetes con 40 gramos de inoculo. Esto puede ser un indicador de las
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buenas condiciones del tapetes, ya que el ambiente donde la bacterioclorofila a
es encontrada en mayor concentracion, es en condiciones anaerobias.

La ponderacion de las concentraciones de pigmentos en mg/gr. de
muestra indican una mayor proporcion de B-caroteno en los tapetes con 40
gramos de inoculo, igualmente, la concentracion de clorofila a, se ve favorecida
en los tapetes con 40 gramos, asi como una menor concentracion de
bacterioclorofila @, pudiendo se un indicador de buenas condiciones, debido a
que los organismos que la contienen presentan caracteristicas anaerobias
(Pfennig, 1989 ) Esto nos permite inclinarnos por 40 gramos de indculo, debido
a que el contenido de los fototrofos se encuentra mas equilibrado con los
heterotrofos, ademas de que el consorcio total puede desarrollarse en grosores
de 1-5 mm ( Pfennig, 1989)

Esto lleva a la conclusion de utilizar 40 gramos de inoculo en futuras
construcciones de tapetes microbianos. Durante el tiempo de muestreo se
observo que los tapetes con 80 y 120 gramos de indculo, empezaron a
desintegrarse y a destruirse con el manipuleo. Esto podria ocasionar que
tapetes construidos con mas de 80 gramos de inoculo, se deterioren mas facil al
momento de ser colocados en algin efluente a tratar, debido al grosor
presentado y a la dinamica presentada por los efluentes de origen acuicultural.
En tiempos recientes se han utilizado en el tratamiento de efluentes

contaminados. cultivos de microalgas para la eliminacion de nitrogeno y



fosfatos (Richmond, 1986), el uso de macroalgas y moluscos, en la remocion de
compuestos nitrogenados y solidos en suspension ( Ennander y Hasselstrom,
1994), Sin embargo, la sola presencia de organismos aerobios limita su
eficiencia, debido a que un efluente contaminado contiene una gran
heterogeneidad de elementos, dificiles de ser eliminados por tratamientos tan
especificos y a la variabilidad de las condiciones ambientales. De modo, que un
tapete microbiano  que contiene esa heterogeneidad de caracteristicas
ecologicas, incrementaria las posibilidades de reducir con mas facilidad la carga
en un efluente contaminado, y con la posibilidad de no generar residuos
secundarios.

Ademas del tiempo tan corto( 18 dias) utilizado para la construccion y
activacion, comparado con la metodologia aplicada por Garcia ( 1996), donde
utiliza islas en su construccion, requirieren de mucho mas tiempo para cubrir la

superficie total del tapete ( meses).



6. CONCLUSIONES

1.- Se desarrollo una metodologia sencilla y practica para la construccion de
tapetes microbianos, a partir de homogeneizado de tapetes microbianos

colectados de una laguna costera.

2.- En base a la caracterizacion pigmentaria se determiné que un inéculo de 40

gramos es el mas adecuado en la construccion de tapetes microbianos.

3.- El uso de homogeneizado de tapetes naturales, puede reducir el tiempo de

fabricacion y activacion en tapetes microbianos construidos.
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