Remocién de metales pesados (mercurio y plomo) de soluciones acuosas sintéticas a diferentes
concentraciones utilizando la microalga dulceacuicola Scenedesmus acutus.

Rev. Ciencia, Tecnologia y Humanidades 8(2): 11 — 25, 2017
Revista de Investigacion Cientifica

Vicerrectorado de Investigacion

Universidad Nacional Pedro Ruiz Gallo

Remocion de metales pesados (mercurio y plomo) de soluciones acuosas sintéticas a
diferentes concentraciones utilizando la microalga dulceacuicola Scenedesmus

acutus.

Lucia Chulle R*., Pablo Villalobos B*., Consuelo Rojas I'., César Cabrejos M2.,
Katherine Ipanaqué M?.,

Resumen

En el presente trabajo de investigacion se evaluo los niveles de remocion de dos metales
pesados (mercurio y plomo) por parte de la microalga Scenedesmus acutus asi como el
crecimiento celular del alga frente a los metales, para ello los cultivos fueron expuestos a
diferentes concentraciones de metales en un rango de 5, 10, 15, 20 y 30 mg/L;
obteniéndose una eficiencia de remocion de hasta 97,68% para plomo y de 93% para
mercurio después de 4 dias de exposicidn a los metales, en cuanto al ensayo de toxicidad
se obtuvieron resultados de tolerancia y estimulo del crecimiento por parte del plomo, sin
embargo cuando el cultivo microalgal fue expuesta a concentraciones de mercurio fue
afectado negativamente en su crecimiento.
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Removal of heavy metals (mercury and lead) from synthetic aqueous solutions at
different concentrations using the fresh aquatic microalga Scenedesmus acutus.

Abstract

In the present work the levels of removal of two heavy metals (mercury and lead) by the
microalga Scenedesmus acutus as well as the cellular growth of the alga against the metals
are evaluated, for that the cultures were exposed to different concentrations of Metals in
the range of 5, 10, 15, 20 and 30 mg / L; Obtaining a removal efficiency of up to 97.68%
for lead and 93% for mercury after 4 days of exposure to the metals. As for the toxicity
test, lead tolerance and growth stimulation results were obtained without However, when
the microalgal culture was exposed to mercury concentrations, it was adversely affected.
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Introduccion

Hoy en dia, la problematica de Ia
contaminacion con metales pesados en
rios y mares se esta incrementando con
el crecimiento del desarrollo industrial,
los metales pesados han sido
reconocidos como peligrosos para la
salud del hombre y la biota acudtica
dados los impactos negativos que pueden
generarse incluso cuando estos se
encuentren en concentraciones muy
bajas. Actualmente una de las mas
importantes rutas de exposicion es la
ingesta de agua debido a la
contaminacion de acuiferos. Segun el
Ministerio del Ambiente, sefiala que el
deterioro de la calidad de agua peruana
se debe a que en ella se vierten efluentes
domésticos e industriales (mineria,
residuos

agroquimica), conteniendo

quimicos de actividades ilicitas,
lixiviados provenientes de relaves de la

mineria (Brack et al. 2011).

Durante el proceso evolutivo, los
organismos acuaticos y terrestres han
desarrollado diversas estrategias para
mantener una relacion equilibrada con
iones de metales pesados presentes en el
circundante. La

medio microalga

cenobial Scenedesmus  acutus, ha
desarrollado la capacidad de sintetizar
péptidos capaces de inmovilizar los

metales pesados. Estas moléculas como

complejos organometalicos son llevadas
en el interior de las vacuolas para
facilitar el control adecuado de la
concentracion citoplasmatica de los
iones de metales pesados, y por tanto,
prevenir o neutralizar sus posibles

efectos toxicos (Cobbett 2012).

Se indica que las microalgas son mas
eficientes en la remocion de metales
pesados en comparacion con las
bacterias y hongos. Probablemente
porque los procesos llevados a cabo por
microalgas vivas estan asociados con
actividades metabolicas y fotosintéticas.
Ademés, las microalgas poseen una alta
tolerancia a concentraciones elevadas de

metales pesados (Khoshmanesh 1997).

El uso de procesos biologicos en

ambientes  contaminados  presenta
algunas ventajas con respecto a las
tecnologias tradicionales: suele ser mas
econémico, menos contaminante y de
mayor eficacia para grandes volimenes
y pequeiias concentraciones. Los metales
pesados a  diferencia de los
contaminantes organicos, no pueden ser
degradados, por ello, los procesos de
remediacion se reducen a provocar la
movilizacion y/o inmovilizaciéon de los

mismos (Flathman 1998).
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Teniendo en cuenta lo planteado, se
determino la capacidad de remocién y
tolerancia de los metales pesados
(mercurio y plomo) por parte de la
microalga Scenedesmus acutus, expuesta
a diferentes concentraciones. Se escogio
este género de microalga ya que los

reportes locales sobre su uso son escasos

Remocién de metales pesados (mercurio K [
concentraciones utilizando la microalga dulceacuicola Scenedesmus acutus.

lomo) de soluciones acuosas sintéticas a diferentes

y se presenta como una opcion de
biorremediacion de ecosistemas
acuaticos por su capacidad de tolerancia
a la toxicidad de metales. Asi mismo, en
nuestro pais, el uso de ésta biotecnologia
puede convertirse en una opcion viable

ofreciendo una manera natural para el

tratamiento de metales en efluentes.

Material y Métodos

Material biolégico.- El material
bioldgico, estuvo conformado por
cultivo microalgal puro de S.acutus
donado por el laboratorio de
Planctologia de la Universidad Nacional

del Santa, Chimbote; el cual fue

previamente identificado (Fig. 1).

microscopio.

Diseiio metodolégico.- Para determinar
la tolerancia de la microalga S.acutus en
diferentes concentraciones de mercurio y
plomo presentes en soluciones acuosas

sintéticas se realizd un estudio de tipo

experimental con ensayos
independientes y tres repeticiones para
todos los tratamientos, siguiendo los
lineamientos de un disefio experimental

con estimulo creciente.

Cultivo y mantenimiento.- La
desinfeccion del area de trabajo se hizo
con etanol al 70%. Para la limpieza de
los materiales de vidrio se utilizd
detergente e hipoclorito de sodio y varios
lavados con abundante agua. Para los
medios de cultivo y soluciones se utilizd
la autoclave. La presencia de un mechero
fue requerido para la siembra,

transferencia y manipulacion de la cepa

(Romo 2012).

Para el crecimiento y mantenimiento del
alga, se utiliz6 el medio de cultivo
liquido Bold’s Basal Medium (BBM)
(Andersen 2005) modificado (Tabla 1),

para esto, 10 ml de cultivo algal fue
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inoculado en un matraz (estéril y
taponado con algodén) conteniendo 90
ml de medio de cultivo liquido Bold’s
Basal Medium (BBM) modificado, los
matraces se inocularon a temperatura
ambiente, bajo iluminacion continua (24
horas) con lamparas fluorescentes de luz
blanca, sin aireacioén y con una agitacion
manual diaria. Después de 5 dias, fueron
analizados para descartar su
contaminacion por rotiferos, bacterias y
otros géneros de microalgas. Para
determinar la presencia de rotiferos se
observd directamente al microscopio,
para bacterias se realizd una coloracién
Gram, para conservar la cepa de S.acutus
se realizd una siembra en medio sélido.
Con la ayuda de una pipeta Pasteur se
tomd 1mL de cultivo algal, se vertié en
un tubo de ensayo que contenia medio
BBM modificado liquido, los tubos
inoculados se agitaron dos veces al dia,
se colocaron a temperatura ambiente,
iluminaciéon continua con ldmparas
fluorescentes de Iuz blanca y sin

aireacion.

Después de 15 dias, el contenido del tubo
de ensayo fue vertido en un matraz que
contenia medio de cultivo, los matraces
inoculados se agitaron dos veces al dia
con la finalidad de evitar que las células
se sedimenten y mueran y fueron
conservadas en las mismas
condiciones.Posteriormente, el
contenido del matraz fue vertido en
botellas de 1L de capacidad, las botellas
inoculadas se mantuvieron a temperatura
ambiente, iluminaciéon continua con
lamparas fluorescentes de luz blanca,
constante agitacion mediante bombas de
aireacion (esto se realizé con la finalidad
de evitar la sedimentacién celular
permitiendo su homogenizacion); el aire
fue depurado para evitar contaminacion
con microorganismos ambientales, para
ello, el sistema estuvo precedido por dos
botellas, la primera contenia 200 mL de
agua destilada estéril y 1mL de &cido
nitrico 0.5 %, la segunda botella contenia
solo 200 mL de agua destilada estéril
(Guillard 1973).
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Tabla 1. Composicion del medio Bold’s Basal modificado.

REACTIVO COMPOSICION (mg/L)*
Urea 500
CaCl2.H2O 25
MgS04.7H20 75
KoHPO4 75
KH>PO4 175
NaCl 25
FeS0O4.7H20 4,98
H2SO4 0,001(mL/L)
H3;BO; 11,42
ZnS04.7H20 8,82
CuS04.5H,O 1,57

*Las cantidades indicadas se diluyen en agua destilada y el pH se ajusta a 6,5 con NaOH

(0,1N) y H2S04 (0, 1N).

Fases de crecimiento.- Para identificar
las diferentes fases de crecimiento del
cultivo, las botellas de vidrio (1 L de
capacidad) que contenian medio BBM
cultivo de

S.acutus (de 4 dias de edad), bajo

fueron inoculadas con
condiciones de temperatura ambiente,
aireacion, iluminacion continua con
lamparas fluorescentes de 40 Watts de
luz blanca y agitacion mediante bombas

de aireacion. El crecimiento fue

Ke=1In(N1/Nop) K= Ke
t1 —to In2

Ty=1 n=t

registrado cada 24 horas, durante 15 dias
se tomaron muestras de los cultivos para
hacer conteos celulares en camara de
Neubauer y lecturas de absorbancia con
espectrofotometro. Con los valores
se determind la tasa de

(Ke), el

obtenidos,

crecimiento nimero de
generaciones por dia (n), divisiones por
dia (K), tiempo de duplicaciéon (Td) por
dia y por horas; para esto se aplicaron las

siguientes formulas (Guillard 1973):

Donde:
Ni: concentracion final (cel/mL)
No: concentracidn inicial (cel/mL)
ti: tiempo final (dias)
to: tiempo inicial (dias)

In2=0.6931
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Inoculacion de metales.- Se inoculd 70
mL de S.acutus en fase exponencial en
botellas de vidrio de 1 L de capacidad
que contenian 630 mL de medio BBM,
los cultivos se iniciaron con una
absorbancia de 0.1 nm. Cuando los
cultivos iniciaron la fase logaritmica (2°
dia), se adicion6 soluciones de mercurio
y plomo (ambos metales se trabajaron
por separado) en las concentraciones de:
0 (control negativo), 5, 10, 15, 20, 30
mg.L. Las muestras se mantuvieron a
temperatura  ambiente, iluminacion
continua con ldmparas fluorescentes (40
Watts) y con aireacion. Esto se realizo

por triplicado. (Fig. 2)

La finalidad fue evaluar el efecto de los
metales sobre el crecimiento celular y el
nimero de divisiones por dia de
S.acutus, para ello fue necesario tomar
muestras a las 0, 24, 48, 72 y 96 horas.
De cada una de las muestras se realizo
lecturas de absorbancia a 685nm, las
lecturas se realizaron por triplicado y el

medio de cultivo BBM actué como

blanco.
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Figura 2. A) Inoculacion del cultivo en
fase exponencial en medio BBM. B)
Adicion de metales en el cultivo. C)
Cultivos algales expuestos a las
diferentes concentraciones de mercurio
(5, 10, 15, 20, 30 mg/L) con su control
negativo. D) Cultivos algales expuestos
a las diferentes concentraciones de
plomo (5, 10, 15, 20, 30 mg/L) con su

control negativo.

Analisis de datos.- Para determinar el

crecimiento  celular de  S.acutus
(toxicidad) frente a los metales y el
nimero de divisiones, se aplicé un
analisis de varianza. Asi mismo se utiliz6
la prueba discriminatoria de “Tukey”,
para ello se hizo uso del software
estadistico “Stadistica” ver 12.0. Para el
se midio la

ensayo de remocion

concentracion de plomo mediante
espectrofotometria de absorcion atomica

con flama y para mercurio se realizo por
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espectrofotometria de absorcion atomica

a vapor frio.

La eficiencia de la remocion se calculd

mediante la siguiente formula:

%Remocioén = (Ci — Cf) x 100
Gi

Donde:
ci = concentracién inicial delmetal

cf = concentracion final del metal

Resultados

Se registrd el crecimiento de S.acutus
midiendo su densidad celular con camara
de Neubauer y absorbancia a 685mm en
espectrofotometro UV cada 24 horas
durante 15 dias (Tabla 2), asi también la
tasa de crecimiento (Ke), divisiones por
dia (K), tiempo de duplicacion (Td),
generaciones por dia (n) (Tabla 3). Se
logré identificar las diferentes fases de

crecimiento de S.acutus cuya fase de

adaptacion es menos de 24 horas, la fase
exponencial comenz6 aproximadamente
después de las 24 horas de incubacién y
continu6 hasta el dia 10, donde se
observd su maxima densidad con una
absorbancia de 2,173nm y un conteo
celular de 8,90x10° cel. mL. La fase
estacionaria inici6 el dia 11 y culmino el
dia 12, la fase de muerte empezo el dia

13(Tabla 2).

Tabla 2. Densidad celular promedio (DCP): conteo en espectrofotometro UV a 685 nm

y en camara de Neubauer (N°cel/mL x 10).

MUESTREO | ABSORBANCIA | CONTEO CELULAR
(dias)
DCP DCP (1x10° cel/mL.)
0 0,102 2,73
1 0,139 3,17
2 0,342 3,50
3 0,561 4,37
4 0,754 4,55
5 1,115 5,25
6 1,433 5,90
7 1,712 6,27
8 1,956 7,63
9 2,141 8,45
10 2,173 8,90
11 2,074 8,32
12 1,971 7,93
13 1,905 7,35
14 1,803 6,55
15 1,772 6,05
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Tabla 3. Valores de tasa de crecimiento (Ke), divisiones por dia (K), tiempo de

duplicacién (Td) y numero de generaciones (n) de S. acutus.

htev.Ds 01 12 23 34 &5 56 &7 78 &9 910 1011 10 083 13U W15
NN, L6 LU 1t L 1R 106 12 LU 105 0% 0% 08 089 0%
mNN, 015 01 02 004 01 01 006 02 01 005 007 405 007 012 08
*4 1+ttt t 1t ¢ 1t t 1 1+ 1 1 1 1
ke 05 01 02 004 014 01 006 02 01 005 000 005 007 012 008
K02 014 032 006 02 0% 009 029 0@ 00 1 00 01 407 01
Tylias) 455 714 313 187 5 625 U 345 714 UM 0 UMY 0 5B 43
noo 02 014 03 006 02 0% 009 029 0W 00 1 00 O 407 Ok

La densidad celular de S.acutus frente a
los metales expuestos se determind
midiendo

celular a las 0, 24, 48, 72, 96 horas del

su absorbancia y conteo

cultivo control y de las muestras
expuestas a diferentes concentraciones
de mercurio y plomo (5, 10, 15, 20, 30
mg/L), en donde se pudo observar
diferencias claras en el crecimiento

celular de la microalga.

La concentracién mas baja de plomo (5
mg/L) no influyd en el crecimiento

celular, mostrandose un crecimiento

similar al cultivo  control, la

concentracion de 10 mg/L influyd
positivamente en el crecimiento celular

de S.acutus resultando leves estimulos en

su crecimiento a las 48 horas de la
exposicion al metal (7,04 % después de
48 horas de exposicion), mientras que las
demés concentraciones (15, 20 y 30
mg/L) ocasionaron una clara reduccion

en su crecimiento (Fig. 3).

Por otra parte, cuando el cultivo algal fue
expuesto a concentraciones de mercurio
de 5, 10, 15, 20 y 30 mg/L, ocasion6 una
clara disminuciéon en su crecimiento
(Fig. 4 y 5), se observaron inhibiciones
del crecimiento celular de 35,41%
cuando se traté con 5 mg/L Hg, 35,73%
cuando se trato con 10 mg/L Hg, 37,16%
para 15 mg/L Hg, 37,96% para 20 mg/L
Hg y 38,19% para el tratamiento con 30
mg/L Hg.
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Figura 3. Grafica que muestra el efecto de cinco concentraciones de
plomo (mg/L) y una muestra control sobre el crecimiento (685nm) de S.

acutus cultivada en medio BBM a temperatura ambiente, aireacion y luz

continua.
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Figura 4. Grafica que muestra el efecto de cinco concentraciones de

mercurio (mg/L) y una muestra control sobre el crecimiento (685nm)

de S. acutus cultivada en medio BBM a temperatura ambiente,

aireacion y luz continua.
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Figura 5. Grafica que muestra el efecto de cinco concentraciones de mercurio

(mg/L) sin la muestra control sobre el crecimiento (685nm) de S. acutus cultivada

en medio BBM a temperatura ambiente, aireacion y luz continua.

La prueba del analisis de varianza de los
valores promedios para ambos metales
resultaron ser significativos, lo que
demuestra que existid efecto de los
tratamientos en la variable estudiada
(Tablas 4 y 6). Segin la prueba
discriminatoria de Tukey para mercurio
el mayor valor de concentracion celular
se obtuvo con el cultivo control (sin
adicion de metal) diferenciandose
estadisticamente ~ de  los  demads
tratamientos (Tabla 5). Para el

tratamiento con plomo el mayor valor de

concentracion celular se obtuvo con el
cultivo control (sin adicidén de metal), sin
embargo para el tratamiento con 10 mg/L
de plomo se puede observar un ligero

crecimiento celular (Tabla 7).

Para el ensayo de remocion, los cultivos
de S.acutus se filtraron después de cuatro
dias de exposicion a los metales (5, 10,
15, 20, 30 mg/L) y se determinaron las
concentraciones finales; con los valores
obtenidos se obtuvo el porcentaje de

remocion para cada metal.
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Tabla 7. Prueba discriminatoria de Tukey (0=0,05) de los valores promedio de S.acutus

Remocion de metales pesados (mercurio
concentraciones ufilizando la microalga

lomo) de soluciones acuosas sintéticas a diferentes [ ]
ulceacuicola Scenedesmus acutus.

por efecto de cinco concentraciones de plomo (5, 10, 15, 20, 30 mg/L) y su control.

Media
Concentracion estimada Grupos
30 mg/L 0,588000 a
20 mg/L 0,598800 a b
15 mg/L 0,609000 b
5 mg/LL 1,090400 ©
10 mg/L 1,097800 c
Control 1,115000 d

Tabla 8. Remocidén de plomo con S.acutus. Ci (concentracion inicial), Cf (concentracion

final).
Ci (mg/L) Cr (mg/L) % Remocion
5 0,116 97,68
10 0,273 97,27
15 1,492 90,05
20 2,045 89,77
30 3,143 89,52

Tabla 9. Remocion de mercurio con S.acutus. Ci (concentracion inicial), Cf

(concentracion final).

Ci (mg/L) Ct (mg/L) % Remocion
5 0,343 93,00
10 0,950 90,50
15 1,633 89,10
20 2,325 88,37
30 3,715 87,60
Discusion

En este trabajo de investigacion, la tasa

de crecimiento y crecimiento celular de

S.acutus fueron usados como parametros
para evaluar la respuesta de la microalga
a la toxicidad de los metales usados
(plomo, mercurio) las cuales mostraron
diferencias significativas con el cultivo
control. Segun los resultados obtenidos,

para el tratamiento con mercurio, se

observo inhibicion de los resultados a

medida que la concentracion se

incrementaba.

Para el ensayo de toxicidad con plomo se
observo que la concentracidn mas baja
(5mg/L), no tuvo un efecto estimulatorio
en el crecimiento celular ni en la tasa de
crecimiento, mostrandose la tolerancia

de S.acutus frente a la exposicion de
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Tabla 4. Analisis de varianza de los valores promedio de S.acutus por efecto de cinco

concentraciones de mercurio (5, 10, 15, 20, 30 mg/L) y su control.

Origen Suma de gl Media F P
cuadrados cuadratica
Tiempo 0,42910 4 0,10728 3910 0,00
Concentracion (CC) 3,87743 5 0,77549 28268 0,00
Tiempo * CC 2,26226 20 0,11311 4123 0,00
Error 0,00165 60 0,00003

Tabla 5. Prueba discriminatoria de Tukey (a=0,05) de los valores promedio de S.acutus

por efecto de cinco concentraciones de mercurio (5, 10, 15, 20, 30 mg/L) y su control.

Media
Concentracion estimada Grupos
30 mg/L 0,541600
15 mg/L 0,553400 b
20 mg/L 0,553400 b
10 mg/L 0,570400 ©
5 mg/LL 0,575600 c
Control 1,115000 d

Tabla 6. Andlisis de varianza de los valores promedio de S.acutus por efecto de cinco

concentraciones de plomo (5, 10, 15, 20, 30 mg/L) y su control.

Origen Suma de gl Media F P
cuadrados cuadratica
Tiempo 3,87423 4 0,96856 8496,1 0,00
Concentracion (CC) 5,68872 5 1,13774 9980,2 0,00
Tiempo * CC 3,84817 20 0,19241 1687,8 0,00
Error 0,00684 60 0,00011
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concentraciones utilizando la microalga dulceacuicola Scenedesmus acutus.

plomo a esta concentracion, para la
concentracion de 10 mg/L se observo un
efecto estimulante sobre los parametros

evaluados.

Segin El-Sheekl et.al (2003), a bajas
concentraciones, la sustituciéon de plomo
por el zinc en algunas metalo enzimas
puede ocasionar el incremento del
crecimiento, por lo cual el plomo en
concentraciones traza en algunos
géneros de microalgas es usado para su
metabolismo. Por otra parte, el efecto del
plomo a concentraciones mas elevadas
(15, 20, 30 mg/L), resultd ser toxico para
el alga, observandose disminucién en su
crecimiento celular; ésta toxicidad pudo
ser debido al efecto inhibitorio del plomo
sobre la fotosintesis, respiracion, sintesis
enzimatica, proteinas y acidos nucleicos,
se menciona también, que altas
concentraciones de plomo afectan la
division celular del alga en fase

estacionaria inhibiendo la tasa de

crecimiento (Leborans y Naviolla 1996).

En ensayos realizados en 2007 se
obtuvieron resultados similares al
exponer a S.platensis frente al plomo,
registrandose estimulacion del
crecimiento al ser expuesta a
(1,2,3ug/L),

mientras que concentraciones mas altas

concentraciones  bajas

(4,5ug/L) ejercieron un efecto adverso

(Arunakumara 2007).

Cuando se estudié el efecto de los
metales pesados sobre algas, se encontro
que la tasa de crecimiento disminuyd
con altas concentraciones de metales
debido a que el plomo a concentraciones
elevadas puede destruir la membrana de
los cloroplastos y tilacoides del alga
(Faryasova 1999, Ahmed 2008). Segun
los reportes mencionados la inhibicion
del crecimiento depende de la dosis a la
que es expuesta el alga tal y como se

demostrd en esta investigacion.

Diversos investigadores han estudiado
algas con mecanismos de remocion de
mercurio extracelulares. Asi, Manuel &
Neyra Tanabe (2012) observaron que
diferentes especies pertenecientes a los
Chlorella y

Oscillatoria fueron capaces de adsorber

géneros  Scenedesmus,

mercurio entre un 10-40% de 100 mg/L.

En esta investigacion, S.acutus, mostro
altos indices de remocidén para ambos
metales (97% de remocion para plomo y
93% de remocién para mercurio).
Monteiro y Castro (2012), sefialan que la
capacidad para absorber metales
depende de la composicion de la
superficie de su pared celular y es
promovido por la presencia de grupos
funcionales cargados negativamente. La
remocion de metales por células
microalgales involucra una adsorcion

pasiva, rapida y reversible sobre la
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superficie celular, seguida por un
proceso activo lento e irreversible, el
cual involucra el transporte de los
cationes a través de la membrana celular
al interior del citoplasma (Pawlik 2003,

Worms, 2006).

El uso de microalgas para el tratamiento
de aguas con iones metalicos se presenta
como una solucidn factible, pues ofrecen
la ventaja de ser cultivadas con pocos
requerimientos de nutrientes para su
mantenimiento y desarrollo, por lo

anterior, es necesario destacar la

importancia de llevar a cabo estudios que
demuestren la aplicacion del
biotratamiento a nivel de campo. Las
microalgas comienzan a jugar un papel
cada vez mas importante en el
tratamiento de aguas contaminadas, sin
embargo es necesario profundizar en el
estudio de su comportamiento,
fisiologia, metabolismo, interaccién con
el ambiente, con el fin de desarrollar un
proceso que resulte benéfico para el

ecosistema tratado.
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