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RESUMEN

Se evalug el efecto de las diferentes concentraciones del Pb en el crecimiento de la
microalga marina Tetraselmis suecica. Los ensayos fueron realizada segun la
metodologia de la ecuacién de Guillard para determinar tasa de crecimiento, tiempo de
duplicacion, asi como también la modelo de Freundlich para evaluar la capacidad e
intensidad de asimilacion. Se empledé el disefio de estimulo creciente con tres
tratamientos experimentales (5, 10 y 20 mgL™* de Pb) y un grupo control, cada uno con
tres repeticiones. Los cultivos de T. suecica se realizaron en botellas plasticas 1.5 L de
capacidad, agitados por burbujeo de aire constante (1 L min) e iluminados de manera
continua con luz fluorescente de 40 W. La temperatura (22,1 a 22,5°C) y el pH (8,3 a 9,9)
fueron uniformes. El medio de cultivo fue Guillard F/2 y el plomo fue empleado como
acetato der Pb. La experiencia durd 7 dias, y las concentraciones finales del Pb fueron
determinada por espectrofotometria de absorcion atomica. Los resultados demuestran
que las diferentes concentraciones de Pb dosificados en los cultivos de T. suecica no
afectaron (p>0,05) la tasa de crecimiento, ni el tiempo de duplicaciébn en todos los
tratamientos y el control; sin embargo, la tasa de asimilacion fue variable y estuvo en
funcién a las concentraciones iniciales usadas. Las capacidades de asimilacion del Pb
fueron mayores en los cultivos con 5 mg L de Pb (3,56 mg g?) y la mayor intensidad
asimilaciéon (1/n) en los cultivos con 10 mg L? (1,944 mg g?'). Ademas, se observd la
formaciéon de granulos intracelulares y espacios lisigenos que incrementaron con el
tiempo hasta ocasionar la muerte celular en los cultivos dosificados con 20 mg L de Pb..

Palabras claves: elemento Pb, medio de cultivo, ecuaciéon de Freundlich, Tetraselmis
suecica.
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ABSTRACT

The effect of the different concentrations of Pb on the growth of the marine microalga
Tetraselmis suecica was evaluated. The tests were carried out according to the
methodology of the Guillard equation to determine growth rate, time of duplication, as well
as the Freundlich model to evaluate the capacity and intensity of assimilation. The design
of increasing stimulus was used with three experimental treatments (5, 10 and 20 mgL™* of
Pb) and a control group, each with three repetitions. The cultures of T. suecica were made
in plastic bottles 1.5 L capacity, agitated by constant air bubbling (1 L min?) and
continuously illuminated with fluorescent light of 40 W. The temperature (22.1 to 22, 5 ° C)
and pH (8.3 to 9.9) were uniform. The culture medium was Guillard F/2 and the lead was
used as acetate Pb. The experience lasted 7 days, and the final concentrations of Pb were
determined by atomic absorption spectrophotometry. The results show that the different
concentrations of Pb dosed in T. suecica cultures did not affect (p> 0.05) the growth rate,
nor the doubling time in all the treatments and the control; however, the assimilation rate
was variable and was a function of the initial concentrations used. The assimilation
capacities of Pb were higher in the cultures with 5 mg L* of Pb (3.56 mg g*) and the
highest assimilation intensity (1/n) in the cultures with 10 mg L (1,944 mg g?). In addition,
the formation of intracellular granules and lysine spaces that increased over time to cause
cell death in the cultures dosed with 20 mg L* of Pb was observed.

Key words: Pb element, culture medium, Freundlich equation, Tetraselmis suecica
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CAPITULO |

PROBLEMA DE INVESTIGACION
1.1. Planteamiento y fundamentacién del problema de investigacion

La contaminacién ambiental es uno de los problemas mas importantes en nuestro
mundo que surge a partir de ciertas manifestaciones de la naturaleza (fendmenos
naturales), o bien debido a los diferentes procesos productivos del hombre (actividades
antropogénicas) inherentes a las actividades de la vida diaria (Albert, 2004). A pesar que
las actividades productivas impulsan el desarrollo econdmico de los paises, estas
actividades, principalmente las del tipo industrial, minero, metallrgico y agricola, generan
cuantiosas cantidades de contaminantes con elementos metalicos, los cuales al ser

dispuestos deterioran el medio ambiente (Acufia-Gonzalez et al., 2004).

En la actualidad, los océanos estan catalogados como los ecosistemas mas
vulnerables, debido a las excesivas descargas de contaminantes que se realizan via
terrestre, acuatico-terrestre o atmosférica (Coll et al., 2004; Garcia-Céspedes et al., 2004;
Spongberg, 2004; Rojas de Astudillo et al., 2005). Si bien muchos de los metales, como el
zinc y el cobre, son requeridos para el metabolismo celular, elevadas concentraciones de
estos originan condiciones de toxicidad (Tadro et al., 1990). Por ende, algunos sistemas
biolégicos (bacterias, plantas y hongos) han sido propuestos con el fin de estudiar los
efectos de la contaminacidn por elementos metalicos y buscar soluciones tendientes a
disminuir su presencia en el medio natural, de entre los cuales, las microalgas destacan
por su eminente capacidad acumulativa de iones metdlicos (Hernandez-Pérez y Labbé,
2014).

Las microalgas constituyen la base de la cadena trofica y el principal componente
plancténico en los ambientes acuéticos, por lo que los cambios en sus comunidades
repercuten drasticamente en todos los niveles tréficos (Nalewajko y Olavenson, 1998;
Franklin et al., 2000). Estos microorganismos son los mayores productores primarios en el
planeta, responsables de aproximadamente la mitad de la producciébn de oxigeno

presente en la atmdosfera terrestre; asimismo, representan la principal fuente de alimento



para el zooplancton, los moluscos, crustaceos y las larvas de diversos peces (Fisher y
Jones, 1981).

El estrés que producen diferentes contaminantes en las microalgas altera su
composicion bioguimica que impacta negativamente en el contenido de acidos grasos,
minerales, aminoacidos, esteroles, azlcares y vitaminas; ademas, tienen la capacidad de
acumular sustancias téxicas, como los metales, que pueden ser transferidos a lo largo de
la cadena trofica (Walsh, 1988). En consecuencia, el impacto de los diferentes
contaminantes en las microalgas ocasiona cambios en la composicion de especies
propiciando la dominancia de algunas especies sobre otras generando un habitat

ecolégicamente desequilibrado.

Segun Tadros et al. (1990), muchos de los metales como el Zn y Cu a
concentraciones bajas, juegan un papel esencial en el metabolismo de las microalgas; sin
embargo, cuando las concentraciones son altas, originan condiciones de contaminacion
del medio acuatico que provocan desbalances metabdlicos en el fitoplancton. Algunas
microalgas han sido consideradas como especies modelos para estudiar efectos de
contaminacién. En consecuencia, las microalgas pueden ser utilizadas en el monitoreo de
las condiciones de salubridad de ambientes acuéticos, marino y dulceacuicolas, lo que
abre la posibilidad de utilizar algunas especies de microalgas para limitar o minimizar la

presencia de metales y/o sustancias toxicas en ambientes acuaticos.

1.2. Antecedentes de la investigacién

En los lugares en donde se desarrollan actividades mineras y metallrgicas se
detecta la presencia de diversos elementos metalicos en fuentes de agua cercanas (Puga
et al., 2006). El retiro de estos contaminantes urge y es de importancia para mantener el

equilibrio de las comunidades de animales y vegetales que habitan en estos ecosistemas.

Los metales pesados, por su caracter no biodegradable, tienen una significativa
influencia en la salud de los organismos. Se ha demostrado que estos elementos producen
complejos con sustancias organicas que inducen a un desequilibrio metabdlico en las
microalgas (Mount y Stephan, 1997). Estos metales , presentan gran afinidad como
ligando por los grupos sulfhidrico, radicales aminos, fosfato carboxilo e hidroxilo; como

resultado de estas uniones (ligando-metal) la célula es afectada por disrupcion en la



estructura de proteinas, lo que implica la inhibiciébn de su actividad, desplazamiento de
elementos esenciales del metabolismo estdndar, produciendo efectos de deficiencia, y
catalisis de reacciones de generacion de moléculas ROS (Reactive Oxigen Species)
(Navarro et al., 2007). En tal sentido, se ha recurrido al uso de células vivas para
concentrar los metales pesados mediante procesos activos (ingreso al interior de la célula)
y/o pasivos (unién a la superficie celular), conocidos como bioadsorcién y bioacumulacion
(Malik, 2004).

En relacién a la acumulacién de los metales pesados en microalgas, Cordero et al.
(2005) evaluaron el efecto toxico de los metales cadmio (Cd), cobre (Cu), mercurio (Hg) y
plomo (Pb) en Tetraselmis chuii y establecieron que el Hg y Pb causan mayor disminucién
en la biomasa microalgal, siendo el Pb a 0,40 mg L letal al 50% (CL50) para los cultivos,
lo que corresponde a tres veces la toxicidad del Hg y trece veces menor que el Cd.
Chlorella vulgaris es capaz de acumular hasta un 5% de Cu presente en el medio, incluso
siendo cultivadas en bajas densidades (2 x 107 cel. mL') (Moreno-Garrido, 2000). La
microalga Scenedesmus obliquus, también cuenta con esta capacidad asimilativa y

remueve hasta el 95% de Cr en el medio acuatico (Veranes et al., 2011).

Del mismo modo, Moreno (2007) evalué el efecto del Cd y vanadio (V) sobre el
crecimiento, morfologia y contenido de pigmentos de Scenedesmus sp. y Dunaliella viridis,
encontrando alteraciones en los organelos involucrados en la produccidon de pigmentos
(cloroplastos) y en los encargados de almacenamiento de metabolitos energéticos
(pirenoides y vacuolas lipidicas); ademas, se observd inhibicibn en el crecimiento
poblacional de las microalgas ; no obstante, ambas especies presentaron mecanismos de

adaptabilidad al estrés provocado por estos metales.

En nuestra localidad se han realizado algunos ensayos preliminares con Pb sobre
Dunaliella sp., y Scenedesmus acutus y los resultados fueron disimiles en el crecimiento,,
para los rangos ensayados (de 5 a 10 mg L), por lo que es necesario realizar estudios
més exhaustivos para determinar la influencia del Pb en el crecimiento y su efecto en la

morfologia celular de las microalgas.



1.3. Formulacidn del problema de investigacion

¢, Cudl es el efecto de las concentraciones de Plomo en el crecimiento poblacional de la

microalga marina T. suecica, en condiciones de laboratorio?

1.4. Delimitacién del estudio

Desde el afio 1995, el Ministerio de Energia y Minas del Perd (MEMP) a
identificando, a lo largo de la costa peruana, un total de 24 empresas con 30 plantas de
beneficio con deposicion de residuos "in situ”, relaves y escorias. De éstas, sélo tres tienen
deposicién de sus vertimientos en el medio marino costero. Para el afio 2017, existen 30
empresas mineras reportadas por el MEMP. Los productos finales de estas plantas son los
minerales de baritina molida, bentonita molida, cemento Portland, cobre, plomo, zinc,
cadmio, acido sulfhidrico, cemento blanco, otros productos no metdlicos, carbon, hierro,
oro, concentrado de cobre y molibdeno, cobre-plata blist y carbonato de calcio, los que son

vertidos a los mares sin ningun tratamiento previo atentando contra la biodiversidad.

En la region Ancash existen varias zonas en las que se realiza la extraccion de
minerales. Una de ellas es la ciudad de Huarmey, que es considerada como un potencial
puerto que alberga actividades productivas que se conjugan con las operaciones
portuarias de embarque de concentrados de metales pesados (Cu, Zn y Ph), existiendo las
posibilidades de introducir metales pesados en el medio acuatico y generar dificultades en
la biota marina por la complejidad de su movilidad de estos y la capacidad de ser

bioacumulados por la flora y fauna marinas.

Los organismos acuaticos tienen la capacidad de asimilar metales trazas cuyas
concentraciones son magnificados a través de las cadenas tréficas (Walsh, 1988),
incrementando los riesgos de mortandad y de salud, ademdas de ocasionar severas
pérdidas econdmicas a las industrias pesqueras o maricultura. Por lo tanto, el fitoplancton
es la base de las cadenas troficas marinas, su presencia en buenas condiciones es
esencial para el normal funcionamiento de las comunidades acuaticas (Walsh et al., 1987).
En este sentido, es importante conocer los efectos de contaminantes y agentes quimicos
sobre las poblaciones algales utilizando los datos obtenidos en pruebas de toxicidad en

especies sensibles (Walsh, 1988).



Las microalgas son consideradas excelentes objetos de estudio, por su alta
sensibilidad a diversos materiales de prueba, ademés de utilizarse en el tratamiento de
aguas residuales conteniendo metales pesados. La biomasa de microalgas, viva o muerta,
puede utilizarse para desarrollar una técnica bioldgica eficiente teniendo en cuenta las
ventajas que representa sus requerimientos nutricionales y la alta tasa de crecimiento que
permite alcanzar altas densidades en pocos dias, asi también su relativa sencillez de

manipulacion y cultivo en laboratorio (Liu y Dutka, 1984).

1.5. Justificacién e importancia de la investigacion

Existen algunas cepas de microalga susceptibles de ser utilizadas en estudios de
concentracion de metales pesados debido a su sensibilidad ante dichos elementos y
fundamentalmente, por sus altas tasas de crecimiento y la simpleza de sus medios de
cultivo. La alta tasa de crecimiento permite obtener en pocos dias, altas concentraciones
de biomasa algal que son utilizadas para evaluar los efectos de la concentracién del metal
0 agente toxico. Siendo necesario desarrollar y ampliar lineas de investigacion tendientes
a generar y/o mejorar las metodologias especificas utilizadas en el campo de la
toxicologia, asi como también, impulsar la busqueda de nuevas especies potencialmente
bioindicadoras que nos permitan evaluar el efecto de los metales pesados en la estructura

poblacional de las microalgas, como primer eslabdn de la cadena tréfica.

El desarrollo de una metodologia con la microalga marina T. suecica como modelo
para monitorear condiciones de salubridad de los ambientes acuaticos marinos permitira
analizar la relacion entre la cantidad del metal a la que los organismos estdn expuestos.
Por lo tanto, la relacién dosis-respuesta proporciona una herramienta necesaria para el
analisis de los potenciales peligros que presenta el plomo como metal, no solo en el medio
acuatico sino también en los organismos que habitan en ella, siendo algunos de ellos

sustento de diversas actividades econdmicas y/o alimentarias.

Los sistemas productivos son los ejes principales de la sustentabilidad, basados
en la aplicacion de tecnologias que no degraden el medioambiente ni agoten los recursos
naturales, por lo tanto, la utilizacion de microalgas es una excelente alternativa para

recuperar ambientes acuaticos contaminados por metales pesados y/o sustancias toxicas.



La investigacion realizada con la microalga marina T. suecica permitira disponer de
una metodologia més apropiada y de nuevos datos para trabajar en un futuro inmediato
en la seleccién de bioindicadores para evaluar la calidad de estos ecosistemas marinos

en relacion a los metales pesados, y valorar su potencial capacidad biorremediadora

1.6. Objetivos de la investigacion

Objetivo general

Determinar el efecto de diferentes concentraciones del Plomo en el crecimiento
poblacional de la microalga marina T. suecica en condiciones de laboratorio.

Objetivos especificos

« Determinar el crecimiento poblacional (cel mL?) e incremento de biomasa (g L)
de la microalga marina T. suecica cultivada en diferentes concentraciones de

plomo.

» Determinar la mayor tasa de crecimiento (u) y tiempo de duplicacion (TD) de la

microalga marina T. suecica cultivada a diferentes concentraciones del Plomo.

» Evaluar la capacidad e intensidad de asimilacion del plomo por la microalga

marina T. suecica cultivada en diferentes concentraciones de plomo.



CAPITULO I

MARCO TEORICO

2.1. Fundamentos teoricos de la investigacién

En los noventa surge el enfoque conocido como desarrollo sustentable, durable o
sostenible, basado en los altos niveles de degradacion del medio ambiente
(contaminacion atmosférica, agua y suelos) con pérdida de la biodiversidad. El
desequilibrio ecolégico altera notoriamente las condiciones naturales del habitat de
animales, vegetales y humanos, poniendo en serio riesgo el futuro de nuestra propia

existencia (Gutiérrez, 2007).

La generacidon de residuos no debe exceder la capacidad de asimilacién de los
ecosistemas; sin embargo, la generacion de residuos organicos e inorganicos producto de
la actividad humana excede la capacidad de carga de los ambientes acuaticos, siendo los
residuos mas comunmente encontrados en el medio ambiente marino restos de drenados,
aguas residuales, vertidos industriales y municipales (Rodriguez y Sandoval, 2001). Estos
residuos contienen un amplio rango de contaminantes, entre los que se encuentran
petréleo y sus derivados, hidrocarburos halogenados y metales pesados, considerados

como sustancias criticas para la salud medioambiental (Vargas, 2005).

Debido a su movilidad en los ambientes acuéticos y toxicidad, los metales se han
considerado como los contaminantes que mas afectan al medio ambiente, pues aun
cuando se encuentren presentes en cantidades bajas e indetectables, su persistencia en
cuerpos de agua, implica que a través de procesos naturales como la biomagnificacién, su
concentracion puede llegar a ser elevada (Cafizares, 2000). La presencia de estos
compuestos puede provocar una serie de alteraciones en los organismos acuaticos: alta
mortalidad en los estados de vida mas sensibles como huevos, larvas y alevines de
peces, asi como cambios en el desarrollo, la fisiologia y el metabolismo de estos

organismos (Kennish, 1997).

Las microalgas tienen la capacidad de acumular metales pesados (Barclay et al
1994). Becker (1995), afirma que las microalgas son capaces de acumular hasta 5000

veces los metales pesados disueltos en el medio liqguido, mediante mecanismos de
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adsorcion-absorcién (pasivo o activo). El proceso en el cual las moléculas se concentran
en la interfase de la pared celular se conoce como adsorcion, mientras que, cuando las
moléculas penetran al interior de la fase sélida en la célula (citoplasma), el proceso es
conocido como absorcién. El término sorcion generalmente es utilizado cuando los
procesos de adsorcion y absorcion ocurren simultaneamente y no se pueden distinguir
uno de otro (Agouborde, 2008).

En la ecologia del fitoplancton intervienen significativamente los micronutrientes y
metales traza presentes en el medio, donde la mayoria son metales traza ligados a la
nutricion del fitoplancton tales como: Cobalto (Co), Cobre (Cu), Fierro (Fe), Manganeso
(Mn), Niquel (Ni), Molibdeno (Mo), Selenio (Se), Estafio (Sn) y Zinc (Zn). Estos
micronutrientes juegan un rol esencial en su metabolismo y crecimiento (Tadros et al.,
1990). Sin embargo, desbalances severos de sus concentraciones pueden causar dafios
de diversa consideracion en las células, cuando las especies sensibles del fitoplancton
son expuestas a distintas concentraciones de metales traza, los iones metalicos libres
actuaran en distinto grado provocando inhibicién del crecimiento, cambios morfolégicos,

respuestas fisioldgicas que dependen de cada especie Walsh et al. (1987).

La efectividad de las algas para absorber selectivamente cationes metalicos
pesados se debe a la presencia de grupos funcionales con elevada densidad electronica:
alginatos y fucoidanos. Siendo los alginatos mayoritariamente los encargados de la
biosorcion (Davia et al., 2003). El segundo grupo funcional importante son los fucoidanos,
los cuales son poliscaridos con grupos sulfatos esterificados, con capacidad de adsorcion
relativamente baja, siendo mas eficaz a bajo pH mediante la desprotonacion de sus
grupos &cidos. En este sentido las algas marinas aun mantienen cierta capacidad
adsorbente de metales pesados bajo estas condiciones incluso a valores cercanos a 2 de
pH (Navarro et al., 2004).

2.2. Marco conceptual

Medio de cultivo: nutrientes organicos e inorganicos que permite el crecimiento de
las microalgas.
Crecimiento microalgas: aumento del numero de células y/o de biomasa en funcién

al tiempo.



Microalgas: microorganismos pigmentados capaces de realizar la fotosintesis y se

caracterizan por que viven en ambientes acuéaticos o muy himedos.

Metales pesados: elementos quimicos de alto peso atomico que presentan

caracteristicas fisicas y quimicas propias y que pueden ser toxicas o no.

Plomo: Elemento quimico de numero atémico 82, masa atomica 207,19 y
simbolo Pb. Es un metal sélido de color gris azulado, blando, maleable, ddctil, de
elevada densidad y mal conductor de la electricidad. Es uno de los metales téxicos
que mas se recicla y es muy utilizado en aleaciones, baterias, compuestos y
pigmentos, revestimientos para cables, proyectiles y municiones. El plomo en el
ambiente se puede encontrar como: sulfato de plomo, cloruro de plomo, acetato de

plomo, 6xido de plomo, nitrato de plomo y carbonatos de plomo.

Bioacumulaciéon: acumulacion de diversas sustancias quimicas por organismos

animales y vegetales.

Biodegradacién: proceso de descomposicion natural de una amplia gama de

sustancias quimicas organicas e inorganicas por la accién de agentes biolégicos.



CAPITULO 1Il

MARCO METODOLOGICO

3.1. Hipodtesis central de la investigacion

Si en condiciones de laboratorio utilizamos diferentes concentraciones de Plomo (5, 10 y
20 mg L), con la concentracion de 10 mg L se obtiene un mayor crecimiento poblacional

de la microalga marina T. suecica.

3.2. Variables e indicadores de la investigacion
Variable independiente (Vi): Concentraciones de plomo

Variable dependiente (Vd): Crecimiento poblacional de T. suecica

Indicadores de la investigacién

Tabla 1. Operacionalizacion de variables para obtener los indicadores.

Variables Definicion conceptual Dimensiones Indicadores
Es un metal solido toxico que T1= (control)
mas se recicla. El plomo en T2=5mgL*
el ambiente se puede de plomo
encontrar como compuesto Concentracién en mg L-

Plomo de: sulfato de plomo, cloruro 1 T3=10mgL*
de plomo, acetato de plomo, de plomo
O6xido de plomo, nitrato de
plomo y carbonatos de T4=20mg L™
plomo_ de pIomo
N° de células Cel mL*
- Aumento de células y/o de Biomasa i peso (g)
Crecimiento | I / Tasa de crecimiento (0]
iomasa en funcién al tiempo ; A
Tiempo de duplicacién TD
Asimilacién (%)

3.3. Métodos de la investigacién

Método experimental
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3.4. Disefio de la investigacién

Se empled el disefio de estimulo creciente (Tabla 2), con tres tratamientos

experimentales y un tratamiento control, ambos trabajados por triplicado.

Tabla 2. Disefio experimental de los tratamientos dosificados con Pb en el cultivo de T. suecica.

Tratamientos Concentracion de Pb (mg L)

T1 0 (control)
T2 5

Ts 10

Ta 20

3.5. Poblacién y muestra

Poblacion: La microalga T. suecica (Fig.1) fue proporcionado por el Laboratorio de
Cultivos de Especies Auxiliares, de la Escuela de Biologia en Acuicultura, de la
Universidad Nacional del Santa. Todos los cultivos se iniciaron con un inoculo de la
microalga en fase de crecimiento exponencial, mantenida en agua de mar previamente
tratada y enriquecida con medio Guillard F/2, bajo condiciones controladas de luz (2000

lux) y temperatura entre rangos de 21 a 25 °C.

Figura 1. Células T. suecica en un preparado en fresco (40x).

Muestra: Los ensayos fueron iniciados con una densidad de 5,1 x 10* cel mL?,

extraidas de la fase logaritmica de la curva de crecimiento del inoculo.

11



3.6. Actividad del proceso investigativo

Agua de Mar: El agua de mar empleada se obtuvo de la playa “El Dorado” (bahia
de Samanco). Para eliminar las impurezas se filtr6 con malla de 2 p de diametro, se
agregd 1 mL L de hipoclorito de sodio y se dejo reposar por 24 h. Posteriormente, se
neutralizé con tiosulfato de sodio (1 mL L?). El fundamento de este tratamiento es eliminar
los microorganismos presentes en el agua de dilucién, por ser el cloro una sustancia
bactericida, y asi evitar la presencia de otros microorganismos que interfieran en el

crecimiento algal.

In6culos algales: El indculo de la microalga marina T. suecica se prepard a partir
de un litro de microalgas con una poblacion de 67,2 x10* cel mL?, se extrajo de la fase
logaritmica un volumen de 84 mL, se aforé a 1000 mL de agua y se obtuvo un tamafio de

muestra final de 5,1 x10* cel mL para cada tratamiento.

Medio de cultivo Guillard f/2: El medio de cultivo Guillard f/2 (Tabla 3), se prepard
segun los estandares establecidos (Guillard, 1975), en agua de mar tratada y filtrada, para
ser utilizado en el mantenimiento de la poblacién algal, asi como en el control y

experimental del cultivo de T. suecica.

Tabla 3. Composicién quimica del medio Guillard f/2.

Nutrientes Concentraciéon (mg L)
Solucién de macronutrientes
NaNOs 75,00
PO4H2Na.H20 5,00
Solucién de metales traza
Na2:EDTA 4,36
ClsFe.6H20 3,15
S04Cu.5H20 0,01
S04Zn.7H20 0,022
Cl2Co.6H20 0,01
ClaMn.4H20 0,18
MoOasNaz.2H20 0,006
Solucién de vitaminas
Cianocobalamina (B12) 0,50
Tiamina. HCI (B1) 0,10
Biotina (Vit. H) 0,50

Fuente: Guillard (1975).
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Solucién stock de Pb: La solucién stock de plomo se preparé diluyendo 1,5699 g
de acetato de plomo [(CH3COO)2 Pb] en 1 L de agua destilada, de tal manera que la
concentracion final de Pb fue de 1000 mg L.

Acondicionamiento de unidades experimentales: Se utilizaron 12 botellas
plasticas de 1.5 L de capacidad con un volumen efectivo de 1,0 L de suspension algal
para cada tratamiento. La experiencia se realizé con una densidad celular inicial de 5,1 X
10* cel mL1, determinadas mediante contajes celulares en cadmaras de Neubauer. Todas
las unidades experimentales fueron iluminadas con fluorescente de 40 watts, ubicados a
20 cm de los fotobiorreactores. La aireacién fue suministrada constantemente por un
Blower de % HP a razén de 1 L min, determinado con un flujometro Cole Parmer + 0,1
mL min? de sensibilidad, con la finalidad de evitar la sedimentacion algal e incrementar el

contacto nutriente-microalga y luz.

Figura 2. Distribucion al azar de las unidades experimentales con los cultivos de T. suecica
dosificadas con diferentes concentraciones de Pb.

3.7. Técnicas e instrumentos de la investigacion

Crecimiento de T. suecica: Los incrementos de las poblaciones algales (cel mL™?)
de los cultivos se determinaron, diariamente durante 7 dias, mediante conteos
microscopicos con camara de Neubauer y microscopio binocular, tomando alicuotas de
0,01 mL. Las tasas crecimiento (W) y los tiempos de duplicacién fueron calculados

utilizando las ecuaciones de Guillard (1973):
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U=In (N1/N0)/ ti—1o
TD=In2/u

Donde p = Constante de crecimiento (dia™); TD= tiempo de duplicacion; N = nimero de

cel mL* al tiempo t; t, = Tiempo inicial; ti = Tiempo final.

Biomasa de T. suecica: Para determinar la biomasa, se utilizé el espectrofotometro
de luz UV Parmer, a 560 nm de tramitancia (T), segun Alvarez y Gallardo (1989). Las
lecturas se realizaron diariamente utilizando 2 mL de cada cultivo, aplicando la siguiente

formula para determinar la biomasa algal (Griffiths et al., 2011):
DO=Log100/T
Donde DO (g L) = densidad 6ptica expresada en g por L de masa seca; T = tramitancia

Plomo en agua de cultivo de T. suecica: La concentracion de plomo en el agua
de la suspensidn algal se realiz6 mediante centrifugacion a fin de separar la biomasa,
donde se obtuvo 50 mL de agua a las que se afiadié 0,1 uL de &cido nitrico para
estabilizar el plomo en la solucién acuosa y proceder a realizar lecturas en el
espectrofotbmetro de absorcién atomica Perkin Elmer “Analyst 300”. Las concentraciones

del plomo fueron obtenidas de la curva de calibracién (Anexo 1).

Tasa de asimilacion del Plomo por T. suecica: Las tasas de asimilacién del
plomo por las células de T. suecica en los de los diferentes grupos experimentales se

determinaron segun la siguiente ecuacion:
T.A. = (Cf-Ci)/Cix 100

Donde Cf y Ci corresponden a las concentraciones final e inicial del Pb (mg L?) de los

cultivos.

Capacidad e intensidad de asimilacién del plomo por T. suecica: Para
determinar la capacidad e intensidad de asimilacién del Pb por las células de T. suecica

se aplicé la ecuacién de Freundlich (Tien, 2002):

X/M =k C¥n
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Donde X/M = cantidad de plomo asimilado por las algas (mg g?); k = capacidad de

asimilacion; 1/n = intensidad de asimilacion.

Parametros ambientales: Las salinidades de las unidades experimentales se
determinaron diariamente con un salinémetro ATAGO S-28E (+ 0,01). Del mismo modo, las
temperaturas se registraron diariamente con un termometro digital Hanna (£ 0,1 °C) y los

valores de pH se determinaron con un pH-metro digital marca Oakton (£ 0,01).

3.8. Procedimiento para la recoleccién de datos

Se realizaron muestreos diarios de los cultivos de T. suecica de los diferentes
tratamientos y el control, a través de la observacion in situ, utilizando instrumentos de
mediciéon y técnicas que permitieron obtener los datos de crecimiento, contenido del
plomo en el agua, tasa de asimilacion de plomo, capacidad e intensidad de asimilacién del

plomo, asi como también registrar los valores de temperatura, salinidad y pH.

3.9 Técnicas de procesamiento y analisis de los datos

El anadlisis estadistico aplicado fue un analisis de varianza simple y se utiliz6 la
prueba a posteriori de Tukey con un nivel de significancia de 0,05. El proceso estadistico

fue desarrollado con el software SPSS 20,0 para Microsoft Windows 8.
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CAPITULO IV

RESULTADOS

4.1. Crecimiento poblacional

Los cultivos controles mostraron crecimiento continuo durante los siete dias que
duraron los ensayos, sin embargo, los cultivos experimentales, en algunos dias,
presentaron crecimientos significativamente similares (p<0,05) al control. El crecimiento
de los cultivos experimentales disminuyd en relacion a la concentracion del plomo, asi
tenemos que aquellos dosificado con 20 mg L de Pb presentaron los menores valores al
final de la experiencia (35,3 + 2,7 x 10* cél mL); sin embargo, los tratamientos expuestos

a5y 10 mg Lt de Pb son significativamente similares (p>0,05) al cultivo control (Tabla 4).

Tabla 4. Crecimiento poblacional (10 x 10* cel mL') de T. suecica dosificados con diferentes

concentraciones de Pb (media + desviacion estandar).

Concentracion de Pb (mg L)

Dia
0 5 10 20
0 5,1+0,02 5,1+0,02 5,1+ 0,02 5,1+0,02
1 55+1,42 7,3+1,82 8,7+1,02 6,6 + 1,22
2 10,1 £1,12 8,1+1,3% 6,3 £ 0,6 5,2+1,3°
3 19,5 +2,82 15,9 + 4,42 15,9 + 2,62 13,3+ 0,92
4 28,3+ 3,72 25,4 +3,92 26,1 +1,52 22,8+2,1a
5 419+1,72 36,5 + 2,62 29,3+ 2,0b 34,4 + 4,52
6 48,8 + 6,32 44,3 + 3,32 38,3+5,12 36,1 + 4,42
7 48,9 £ 4,12 48,1 £ 2,92 45,2 +£1,82 353+2,70

Los valores con diferentes letras indican diferencias significativas (p>0,05).

16



&0 A
T, 50 1
E
w40
EHD_ — Ol dePb
g —o S mgl* dePhb
2201 10 mel” de Ph
& e 20l de P
S 10 -

D ! I 1 I I I I 1

0 1 2 3 4 g 2] 7

dias

Figura 3. Crecimiento poblacional de los cultivos de T. suecica dosificados con diferentes
concentraciones de Pb.

4.2. Tasa de crecimiento poblacional (i) y tiempo de duplicacion (TD)

A efectos de evaluar comparativamente los valores de py TD se han considerado
los dias 6 y 7, cuando los cultivos alcanzaron la fase logaritmica y estacionaria del
crecimiento, observandose que en el dia 6 (Tabla 5) la tasa de crecimiento (u), en el
tratamiento experimental y los controles son significativamente iguales (p>0,05);
asimismo, en el dia 7, los tratamientos dosificados con 5 y 10 ml L' de Pb son
estadisticamente similares (p>0,05), y el menor valor de yu se determinaron en los

cultivos dosificados con 20 mg L de Pb (Tabla 6) .

Respecto al TD, en el dia 6, los valores de todos los cultivos fueron
estadisticamente similares (p>0,05) (Tabla 5), mientras que en el dia 7, los cultivos
controles y los dosificados con 5 mg L' y 10 mg L! de Pb presentaron valores

significativamente similares (p>0,05) y diferentes a los de 20 mg L*}(Tabla 6).
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Tabla 5. Tasa de crecimiento poblacional (L) y tiempo de duplicacién (TD) de los cultivos de T.

suecica dosificados con diferentes concentraciones de Pb en el dia 6 de cultivo (media *
desviacion estandar).

Parametro Concentraciones de plomo (mg L)
0 5 10 20
No 51 51 51 51
Ni 48,8 44,3 38,3 36,1
At 6 6 6 6
u 0,3764 + 0,0222 0,3603+ 0,0132 0,3360+ 0,0212 0,3262 + 0,0212
TD 1,8415 + 0,11342 1,9238 + 0,06862 2,0629 + 0,12782 2,1249 + 0,13622

Los valores de las desviaciones estandar con diferentes letras indican diferencias significativas (p>0,05).

Tabla 6. Tasa de crecimiento poblacional () y tiempo de duplicacién (TD) de los cultivos de T.
suecica dosificados con diferentes concentraciones de Pb en el dia 7 de cultivo (media *
desviacion estandar).

Parametro Concentraciones de plomo (mg L1)
0 5 10 20
No 51 51 51 51
Nf 48,9 50,8 42,1 35,3
At 7 7 7 7
U 0,3229+0,17632 0,3284+0,17712 0,3015+ 0,17782 0,2764 + 0,1500P
TD 2,1466 £ 0,08272 2,1107 £ 0,05732 2,2990 * 0,04062 2,5078 + 0,0972b

Los valores de las desviaciones estandar con diferentes letras indican diferencias significativas (p>0,05).

4.3. Crecimiento en biomasa de T. suecica

Todos los cultivos de T. suecica mostraron crecimientos en biomasa (g L%)
estadisticamente similares (p>0,05), excepto los dias 2 y 7 en los que los cultivos
dosificados con 5y 10 mg L de Pb son estadisticamente similares (p>0,05). Al final de la

experiencia, todos los cultivos experimentales mostraron mayores incrementos de
biomasa que el control (Tabla 7).

18



Tabla 7. Crecimiento en biomasa de los cultivos de T. suecica dosificados con diferentes
concentraciones de Plomo (media £ desviacién estandar).

CONCENTRACION (mg L) DE Pb

DIA
0 5 10 20
0 72,2 +1,22 75,4 + 10,02 71,8 £2,52 72,3 £ 0,62
1 99,6 + 12,12 88,1 + 16,22 95,1 + 6,42 109,5 + 14,82
2 184,2 + 20,42 142,2 + 23,22 115,9 + 12,8° 110,0 £17,2b
3 266,2 + 11,02 228,1 + 37,92 218,6 + 10,22 221,3+ 12,42
4 317,7 £ 43,42 318,4 + 12,22 281,2 £ 49,62 286,9 + 56,52
5 380,8 + 42,92 396,3 + 28,12 415,2 + 46,62 423,4 + 30,82
6 460,5 £ 90,82 446,0 £ 50,82 437,7 + 83,52 469,8 £ 17,42
7 411,5 + 45,02 484,0 + 61,0° 466,9 + 84,3° 506,2 + 26,4¢
Los valores de las desviaciones estandar con diferentes letras indican diferencias significativas (p>0.05).
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Figura 4. Crecimiento en biomasa promedio (mg L) de los cultivos de T. suecica dosificados con
diferentes concentraciones de Plomo.
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4.4, Concentracion del Pb en el agua de cultivo

Las concentraciones del Pb en el agua de los cultivos algales tienden a disminuir
durante los dias que duraron los ensayos (Fig. 5), observandose relacion directa entre la
dosificacion inicial del Pb, con valores de 1,90 en los dosificados con 5 mg L?; 2,47 en los
de 10 mg Lty 2,71 en los de 20 mg L?; asimismo, todos los cultivos presentaron
diferencias significativas (p>0.05), excepto los dias 5 y 6 en que los tratamientos
dosificados con 10 mg L? y 20 mg L son significativamente similares (p>0,05). Al final
de las experiencias, todos los cultivos mostraron diferencias significativas (p>0,05)
(Tablas 8).

Tabla 8. Concentracién del Pb (mg L) en los cultivos de T. suecica (media + desviacion estandar).

Concentracion de plomo (mg L1)

Dia 0 5 10 20
0 0,05 + 0,002 5,04 + 0,02° 10,17 + 0,15¢ 2001 + 0,01¢
1 0,00 + 0,002 1,90 + 0,01 2,47 £0,03¢ 2,71 + 0,03
2 0,00 + 0,002 1,70 £ 0,02° 2,39 + 0,04¢ 2,61 + 0,03
3 0,00 + 0,002 1,45 +0,02° 2,09 +0,05¢ 2,58 + 0,069
4 0,00 + 0,002 1,25 +0,02° 2,09 +0,05¢ 2,42 + 0,044
5 0,00 + 0,002 1,13+ 0,070 2,08 £ 0,05°¢ 2,11 £ 0,05¢
6 0,00 £ 0,002 0,77 + 0,02° 1,85 +0,03¢° 1,78 £ 0,05°¢
7 0,00 £ 0,002 0,43 + 0,02° 1,24 + 0,05¢ 1,60 £ 0,024

Los valores de las desviaciones estandar con diferentes letras indican diferencias significativas (P>0,05).
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Figura 5. Concentracion del Pb en los cultivos de T. suecica.

4.5. Tasa de asimilacion del Pb por los cultivos de T. suecica

Las tasas de asimilacion del Pb varian segun la concentracién inicial y los dias de

cultivo, presentando diferencias significativas (p>0,05) entre los tratamientos y el control.

La mayor asimilacion inicial del plomo incrementa con su dosificaciéon con valores

significativamente diferentes de 62,30 %, 75,78 % y 86,50 % en los cultivos dosificados

con 5,10 y 20 mg L* de Pb, respectivamente; posteriormente todos los cultivos muestran

diferencias significativas (p>0,05); sin embargo, pese a la similitud presentada en el dia 4
(con5y 20 mg Lt de Pb),dia5 (con5y 10 mg L' de Pb)ydia6 (con5,10y 20 mg L de

Pb), todos los cultivos al final de la experiencia son estadisticamente diferentes (Tabla 9).

Tabla 9. Asimilacién (%) diaria del Pb en los cultivos de T. suecica en diferentes concentraciones

de plomo.
Concentracién de Pb (mg L)
Dias 10 20
Asim. % Asim. % Asim. % Asim. %
1 0,00 + 0,007 100,00 3,14 £ 0,02° 62,30 7,69 +0,15° 75,78 17,30 + 0,01¢ 86,50
2 0,00 + 0,007 0,00 0,20 +0,01° 3,97 0,08 + 0,03° 0,78 0,10 + 0,03¢ 0,45
3 0,00 + 0,007 0,00 0,25 + 0,02° 4,96 0,30 + 0,04° 2,94 0,03 + 0,032 0,15
4 0,00 + 0,007 0,00 0,19 +0,02° 3,97 0,00 + 0,052 0,00 0,17 +0,06° 0,80
5 0,00 + 0,007 0,00 0,13 + 0,022 2,38 0,02 + 0,052 0,10 0,31 + 0,04° 2,05
6 0,00 + 0,007 0,00 0,35 +0,07° 7,14 0,23 +0,05° 2,25 0,32 +0,05° 1,15
7 0,00 £ 0,002 0,00 0,34 +0,02° 6,75 0,61 + 0,03° 2,45 0,18 + 0,05 2,70

Los valores de las desviaciones estandar con diferentes letras indican diferencias significativas (p>0,05).
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4.6. Capacidad e intensidad de asimilacion del Pb por T. suecica

La capacidad de asimilacion (k) en los cultivos dosificados con 5 mg L, 10 mg Ly
20 mg L de Pb no muestran diferencia significativas (p<0,05) entre los tratamientos, sin
embargo la intensidad de asimilacion (1/n) es mayor en aquellos dosificados con 10 mg L
1 de plomo (1,944 mg g?). Los valores de a y b fueron determinados por regresion lineal
empleando la férmula de Freundlich con altos valores de los coeficientes de regresion
lineal (R?), (Tabla 11, Fig. 6).

Tabla 10. Capacidad (k) e intensidad (1/n) de asimilacién del plomo de los cultivos de T. suecica
dosificada con diferentes concentraciones de Pb.

Concentraciones de Pb (mg L1)

Variables s 10 20
a* 0,437 0,338 0,344

b* 1,645 1,944 1,695

K 2,7352 2,1782 2,212

1/n 1,6452 1,943b 1,6952

R2 0,886 0,847 0,897

*Los valores a y b se obtienen de la ecuacion lineal.
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Figura 6. Regresion lineal de la biomasa algal y la concentracion del Pb por los cultivos de T.
suecica dosificados con diferentes concentraciones de Pb: A) 5mg L™%; B) 10 mg Ly C) 20 mg L.

4.7. Morfologia de T. suecica expuestas a diferentes concentraciones de Pb

El efecto del Pb sobre las células de T. suecica observadas microscépicamente,
muestra acumulacién de granulos oscuros alrededor de las vacuolas que aumentan
progresivamente de tamafio (Fig. 7).
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Figura 7. Células de T. suecica creciendo con diferentes dosificaciones de Pb. A) cultivo control; B)
con5mg LY, C) con 10 mg L%; D) con 20 mg L* de Pb.

4.8. Parametros ambientales de los cultivos de T. suecica

La temperatura, pH y la salinidad de los cultivos de T. suecica presentan ligeras
variaciones, dentro de los rangos adecuados en las diferentes dosificaciones ensayadas
(Tablas 11, 12 y 13).
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Tabla 11. Temperatura (°C) en los cultivos de T. suecica dosificados con diferentes
concentraciones de Pb (media * desviacién estandar).

Concentraciéon Pb (mg L1)

Dia
0 5 10 20
0 21,6 £0,0 21,6 +£0,0 21,6 £0,0 215+0,1
1 21,8+0,3 22,0+0,1 21,9+0,4 22,0+0,1
2 22,1+0,1 222+0,1 22,4+0,2 225+0,2
3 22,2+0,1 22,3+0,1 22,5+0,2 225+0,3
4 219+0,1 219+0,1 22,2+0,2 22,2+0,2
5 21,6 +0,1 21,8+0,1 21,9+0,2 21,8+0,2
6 21,2+0,2 21,2+0,1 21,4+0,3 21,3+0,1
7 21,3+£0,1 21,2+0,1 215+0,3 21,401

Tabla 12. pH de los cultivos de T. suecica dosificados con diferentes concentraciones de Pb (media
+ desviacién estandar).

Concentracion Pb (mg L)

DIA
0 5 10 20

0 8,6 +0,1 8,6 +0,0 85+0,1 85+0,1
1 9,0+0,1 8,8+0,2 8,6 +0,1 8,6 +0,0
2 9,4+0,4 9,1+0,0 9,1+0,0 8,8+0,6
3 9,9+0,8 9,2+0,2 9,1+0,2 9,5+0,2
4 9,2+0,6 8,7+0,2 8,7+0,2 9,0+0,0
5 9,3+0,5 8,7+0,1 8,5+0,4 8,9+0,3
6 9,2+0,6 8,5+0,2 8,3+0,2 8,3+0,2
7 9,5+0,5 8,7+0,2 8,4 +0,2 8,4+0,1
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Tabla 13. Salinidad en los cultivos de T. suecica dosificados con diferentes concentraciones de Pb
(media * desviacion estandar).

Concentracion Pb (mg L)

Dia
0 5 10 20

0 31+0,0 31+0,0 31+0,0 31+0,0
1 32420 32+0,0 31,3+0,2 32+£0,0
2 31,3+1,2 32+0,0 32+0,0 31,3+1,2
3 32,3215 31,3+0,6 31,3+2,3 31,3+1,2
4 32,6+1,2 32,3+0,6 34+0,0 326+12
S 34+0,0 34+0,0 34,3+0,6 34+0,0
6 35+0,0 34,6 £0,6 35+0,0 34,6 +0,6
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CAPITULO IV

DISCUSION

Los valores del crecimiento de T. suecica que se observaron entre los diversos
tratamientos revela la capacidad de adaptacién al estrés causado por las concentraciones
de plomo y su acumulacion. Segun Becker (1995), las microalgas son capaces de
acumular hasta 5000 veces los iones disueltos en el medio liquido. Los resultados
mostraron que con 5 mg L es similares (p>0,05) al control, al parecer, por la activacién
de algun proceso de adecuacién o aclimatacién, mientras que Cordero et al. (2005),
demostraron que las células de T. chuii no expuestas a los metales pesados (Cd, Pb, Hg,
Cu) tienen mejores crecimientos que los expuestos a tales metales; sin embargo, los
menores valores observados en la fase estacionaria del crecimiento en los dosificados
con 20 mg L?* son consecuencia de los efectos téxicos ocasionados por la alta
concentracion del Pb que propician la presencia de abundantes granulaciones

intracelulares.

Las concentraciones del Pb utilizados no interfirieron en el crecimiento poblacional
de la microalga T. suecica que alcanzaron la fase final del crecimiento exponencial en el
dia 6 (Fig. 3), ello probablemente debido a su capacidad de asimilacion y neutralizacion de
sus efectos toxicos. El efecto de los metales pesados en el crecimiento algal se relaciona
con la naturaleza del metal, en tal sentido Cordero et al. (2005), demostraron que con
0,40 mg L* de Pb en forma de cloruros, se afecté negativamente el crecimiento que T.
chuii, debido a no es esencial para su crecimiento. En consecuencia, es probable que el
acetato de Pb utilizado en la experiencia enmascare o minimice sus efectos nocivos
debido al uso del anién acetato como fuente de carbono organico como lo demostraron

Villavicencio y Sagéstegui (2013) en el cultivo de D. salina.

La poca interferencia del Pb en los procesos de duplicacion y crecimiento de T.
suecica en la tasa de crecimiento poblacional (i) observada en los dias 6 y 7, demuestra
la poca o nula interferencia en los procesos de reproduccion y crecimiento algales debido
a su adecuacion a las diferentes concentraciones del Pb utilizado. Asimismo, la activa
asimilaciéon del Pb en forma de granulos intracelulares (Fig. 7) ocasiona disminucion del
area fotosintética que segun Hendry & Price, (1993) consideran que la pérdida del area

fotosintética estd asociada a estrés ambiental, por lo que el contenido de pigmentos es
27



utilizado frecuentemente como biomarcador de la exposicion a diversos toxicos como los
metales pesados (Couderchet & Vernet, 2003). Otros estudios revelan que T. suecica
expuesta a concentraciones de 15 y 30 mg L' de Pb durante 96 h disminuye
significativamente el contenido de los pigmentos fotosintéticos (Gonzales, 2006), y es
probable que en la presente experiencia, la dosificacion con 20 mg L, disminuya el area

fotosintética de la célula T. suecica.

Las curvas del crecimiento expresados en biomasa (g L) son mas representativos
que los de densidad poblacional (cel mL™), por la mayor exactitud de las mediciones
fotométricas y porque segun Tien (2002), el peso seco es el principal parametro para
cuantificar la absorcion del metal en relacion al incremento de la biomasa durante el
crecimiento de los cultivos. Las similares tendencias determinadas en los todos los
tratamientos (5, 10 y 20 mg L) revelan la capacidad para asimilar activamente los iones
de Pb sin afectar el crecimiento; sin embargo, al final del experimento, todos los cultivos
dosificados con Pb mostraron mayores valores que el control y los dosificados con 20 mg

L de Pb alcanzaron mayores valores significativamente diferentes (Tabla 7).

Los cultivos dosificados con 20 mg L de Pb en el dia 7 presentaron menores
valores de la densidad poblacional (35,3 x 10* cel mL™) y mayores valores de biomasa
(506,2 mg L), debido a la reduccion del area fotosintética que limita la division celular y al
aumento del peso por la acumulacion intracelular del Pb en forma de granulos o vacuolas,
lo que coincide con lo mencionado por Klerks y Bartholomew (1991). Ademas, la
reducciéon del area fotosintética por la asimilacion del Pb ocasion6 disminucion del color
verde caracteristico de los cultivos de T. suecica que son mas notorios en los cultivos con
mayores dosificaciones de Pb 20 mg L, probablemente fue debido a la mayor afinidad
del Pb por los sitios activos de asimilacion en concentraciones mayores del metal

ocasionando pérdida de pigmentos clorofilianos (Tien, 2002).

Las disminuciones diarias de las concentraciones del Pb en las suspensiones
algales (Tabla 8, Fig. 5), se debe a su elevada precipitacion inicial sobre las células de T.
suecica por la presencia de fucoidanos (Navarro et al; 2007), y el ingreso activo por la
presencia de alginatos (Davis et al 2003), procesos responsables de la bioacumulacion

del Pb presente en el medio acuatico.
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Los valores de asimilacion diaria no presentan un patrén definido debido a las
diferentes concentraciones del Pb utilizado y a las interferencias derivadas de la
precipitacion extracelular y formacién de complejos quimicos con otros nutrientes. Por otro
lado, la mayor sedimentacion algal observada en los cultivos dosificados con 20 mg L de
Pb seria consecuencia de la mayor acumulacion del Pb que ocasiona finalmente la
muerte de las células de T. suecica (Fig. 7). La capacidad de asimilacién de las
microalgas permite su uso en la remediacion de efluentes y residuos de diversa
procedencia, coincidiendo con Van der Meer et al. (2004), quienes lo consideran como un
“primer filtro” de la toxicidad de ambientes contaminados, y capaces de asimilar metales
pesados hasta concentraciones de 5 mg L (Becker, 1995). Los resultados muestran que
la asimilacion del Pb, al final de las experiencias, no es total por lo tanto, los remanentes

del Pb pueden ser totalmente asimilados mediante cultivos secuenciales.

Los altos valores porcentuales iniciales de la asimilacion del Pb (Tabla 9) estarian
relacionados a los procesos de precipitacion extracelular debido a la mayor atraccion de
los cationes metalicos y su posterior adsorcién en la superficie celular, que disminuye la
solubilidad y biodisponibilidad de tales iones en el medio acuatico (Perpetuo et al., 2011).
La nula o baja asimilacion del Pb observados después de alcanzar méaximos valores
estaria relacionada a la dinamica de asimilacion del Pb, proceso independiente de su
concentracion en el medio acuatico, sin descartarse la existencia de adsorcion fisica
pasiva por polimeros o estructuras presentes en la superficie celular (Garnham et al.,
1992a; 1992b) que producen cambios en la permeabilidad de la membrana celular
(Mason & Jenkins, 1995) o a la lenta adecuacion de las algas al estrés que representan
elevadas concentraciones de Pb. La mayor asimilacion del Pb por T. suecica varia con las
concentraciones del metal, asi tenemos que los dosificado con 20, 10 y 5 mg L*? se
observa en los dias 3, 4 y 5, respectivamente (Tabla 9), como consecuencia del
desprendimiento del Pb adherido a las membranas maternas durante la division asexual
y/o al deterioro progresivo de la viabilidad celular, que en los cultivos con las mas altas

dosificaciones conducen a la muerte celular (Fig. 7).

La capacidad de T. suecica de crecer en soluciones con altas concentraciones de
Pb es una clara demostracion de soportar el estrés ocasionado por la presencia de este
metal, que segun Perales-Vela et al. (2006), se debe a la existencia de mecanismos

bioldgicos vy fisioldgicos que les permiten discriminar iones metalicos no esenciales de los
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esenciales, para su crecimiento obedeciendo en la mayoria de los casos a una cinética de
saturacion o la existencia de mecanismos de transporte mediado por transportadores
poco especificos o por difusién pasiva con transportador o sin él (Mason & Jenkins, 1995).
En este sentido, la existencia de mecanismos moleculares para el secuestro de los
metales intervienen proteinas como las metalotioneinas sintetizadas a partir del ARNm de
bajo peso molecular (6-7 k Da), ricos en cisteina y puede formar complejos metal-proteina
en los organismos acuaticos, que ha sido reconocidas como potenciales biomarcadores
de toxicidad y acumulacion de metales pesados (Won et al., 2008); asimismo, la
presencia de fitoquelatinas, sintetizadas intracelularmente, es una respuesta a las altas
concentraciones de metal y que pueden ser inducidas por una gran variedad de metales
(Ag, Au, Bi, Cd, Cu, Hg, Pby Zn) (Schat et al., 2002).

Con respecto a la capacidad (k) e intensidad de asimilacién (1/n) del Pb (mg g?), las
células de T. suecica evidencian la existencia de mecanismos celulares eficaces de
neutralizacion del efecto toxico del Pb y su asimilacién a diferentes intensidades. Los
valores de k, no presentaron diferencias significativas (p< 0,05), entre los diferentes
tratamientos , debido a la existencia de mecanismo que permiten una mayor asimilacion
por los sitios de saturacién y relacionada con la naturaleza del metal pesado como lo
demostré Tien (2002) en Chlorella vulgaris (4.06). Asimismo, los valores obtenidos de k
no mantienen una relacion directa con el incremento de las densidades poblacionales, al

parecer, por ser un proceso activo y por la constante reproduccion de las microalgas.

Por otro lado, el mayor valor de 1/n determinado en los dosificados con 10 mg L
de Pb (1.944) es significativamente diferente (p< 0,05) a los otros cultivos demostrando
gue la intensidad esta relacionada con la concentracion del metal y la disponibilidad de
sitios de asimilacion; asimismo, Tien (2002) considera que la capacidad de asimilacién del
Pb estd directamente relacionada con su concentracion y la densidad poblacional. La
asimilacion del Pb es un proceso gradual de adecuacién a dicho metal en la que la
biomasa es una variable importante en el equilibrio del contenido de iones metalicos

siendo mayor a mayores densidades celulares (Mehta & Gaur, 2001).

Los datos experimentales ajustado a la ecuacion logaritmica de regresion lineal (Log
XI/IM = log k + 1/n log C) reiteran la evidencia de la capacidad de asimilacién activa del Pb

y el poco efecto en la dinamica del crecimiento en todos los cultivos experimentales,
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reflejados en los altos los coeficientes de regresion (>0.837) de los cultivos dosificados
con 5, 10 y 20 mg L de Pb. Los valores determinados se deberian a la existencia de
mecanismos celulares como la formacién de vacuolas o corpusculos intracelulares para
controlar la concentracion citoplasmatica de iones metélicos y neutralizar el efecto toxico

de los metales pesados (Cobbett & Goldsbrough, 2002).

La formacion de granulos densos alrededor de las vacuolas incrementé de tamafio
con los dias del cultivo debido a la progresiva asimilacion del Pb que disminuyeron los
espacios ocupados por el material citoplasmatico y cloroplastos. La formacion de grandes
vacuolas al final de los cultivos dosificados con 20 mg L* de Pb indujo el cese de su
asimilacién y la muerte celular, asimismo, la reducciéon de los cloroplastos ocasiona
disminucion del color verde caracteristico de los cultivos creciendo en condiciones
normales. El ingreso activo del Pb dentro de las células de T. suecica originaria la
formacion de cuerpos intracelulares reportados por Shanab et al. (2012) como
acumulacién de cuerpos o granulos densos oscuros en las vacuolas de las células como
un mecanismo de "regulacion de la concentracion de iones metdlicos libres" y de
desintoxicacion; también los almacena como complejos de metales quelados o sales
insolubles en el citoplasma, considerandose que la absorcion de metales pesados por
microalgas es superior a los procesos fisicoquimicos por ser biolégicamente degradada y

bioacumulada (Perrein-Ettajani et al., 1999).

Los resultados de crecimiento y capacidad de asimilacién del Pb por T. suecica
implican importantes posibilidades para ser utilizadas ventajosamente en procesos de
biorremediacion por su rapido crecimiento, facilidad de su cultivo a bajo costo, no generar
residuos toxicos y, adicionalmente segin Monteiro et al. (2012), su alta selectividad es

aplicable a aguas y/o efluentes contaminadas con metales pesados, especialmente Pb.

Las variaciones de la temperatura y el pH de todos los cultivos de T. suecica fueron
similares, por lo tanto el rol de estos factores ambientales no han influenciado en el
crecimiento ni en las tasas de asimilacion, capacidad e intensidad de asimilacién del Pb
por haberse mantenido dentro de los rangos 6ptimos de temperatura (22,1 + 0.1°C — 22,5
+ 0,3°C) y pH (8,3 — 9,9) los cultivo de T. suecica. Segun Perpetuo et al, (2011), la
temperatura y el pH permiten la unién del ibn metalico con polielectrolitos presentes en las

paredes celulares mediados por interacciones electrostaticas, en la que la adsorcién fisica
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los iones metalicos son atraidos por el potencial negativo de la pared celular (proceso

reversible).

La salinidad, afecta la absorcion de diferentes metales por D. salina (Wilde y
Benemann, 1993). En la experiencia, la salinidad se mantuvo dentro del rango 6ptimo (31-
35 %) lo que sugiere que no afectd las condiciones fisiolégicas y metabdlicas de T.
suecica ni interferir en el crecimiento y asimilacion del metal, en consecuencia, los valores
experimentales determinados representan la capacidad de la microalga de asimilar el Pb

presente en las suspensiones algales.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

Las diferentes concentraciones del Pb dosificados a los cultivos de T. suecica no
afectaron el crecimiento poblacional hasta el dia 6, sin embargo, al final del cultivo (dia 7)
los dosificados con 20 mg L* de Pb mostraron menor crecimiento (p<0,05) a los demas

tratamientos.

Los cultivos de T. suecica dosificados con 5 y 10 mg L* de Pb mostraron las
mejores tasas de crecimiento (0,3603 y 0,3360, respectivamente) y TD (1,9238 y 2,0629,

respectivamente), con valores similares (p>0,05) a las del control al final del cultivo.

Los valores de la capacidad de asimilacién (k) del Pb por los cultivos de T. suecica
fueron similares en todos los tratamientos; asimismo, el mayor valor de la intensidad
asimilacion (1/n) fue determinado en los cultivos dosificados con 10 mg L (1,944 mg g?1)
mientras los dosificados con 5 mg L* (1,645 mg g') y de 20 mg L (1,695 mg g) fueron

similares.

La formacion de granulos intracelulares debido a la asimilacion del Pb genera
espacios lisigenos y vacuolas que incrementan con el tiempo hasta ocasionar la muerte

celular siendo mas notorio en los cultivos dosificados con 20 mg L de Pb.

5.2. Recomendaciones

Considerando que de los resultados obtenidos no se retira todo el Pb dosificado a
los cultivos de T. suecica es necesario realizar cultivos secuenciales que consiste en

reusar el sobrenadante del cultivo anterior a fin de retirar todo el Pb presente.

Realizar ensayos al aire libre con la finalidad de escalar estos resultados y tratar

mayores volumenes de efluentes conteniendo Pb.

Realizar ensayos para caracterizar bromatolégicamente la biomasa algal obtenido y

evaluar las posibilidades de su uso con fines econémicos.
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ANEXOS

Anexo 1. Curva de calibracién de absorcion y concentracion de plomo (Pb).

Absorbancia

0.09 4
0.08 -
0.07
0.06 -
0.05 A
0.04 -
0.03 +
0.02 +
0.01 +

Absorbancia & concentracion Pb

y=0.0121x+ 0.0059
R2=0.9936

4+ ABS
—— Lineal (ABS)

Concentracion (ppm)

Anexo 2. Crecimiento poblacional promedio de los cultivos de T. suecica dosificados con
diferentes concentraciones de Pb (5 mg L%, 10 mg L%, 20 mg LY.

CONCENTRACION MP (ppm)

DIA 0 5 10 20
Rl R2 R3 Rl R2 R3 Rl R2 R3 Rl R2 R3
0 51 51 51 51 51 51 51 51 51 51 51 51
1 60 39 65 52 81 85 98 80 83 60 80 58
2 11,3 100 9.1 81 69 94 60 60 70 50 41 66
3 16,9 225 19,1 13,8 129 210 131 181 166 138 123 138
4 325 269 254 266 285 21,0 250 278 256 241 204 238
5 41,3 406 438 335 381 379 285 279 316 356 294 381
6 51,6 41,6 531 406 454 469 360 348 441 316 36,3 404
7 52,5 44,4 498 515 465 46,3 439 444 473 381 328 350
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Anexo 3. Valores de Crecimiento en biomasa (mg L) de los cultivos de T. suecica
dosificados con diferentes concentraciones de plomo.

CONCENTRACION MP (ppm)

DIA 0 5 10 20

R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3

735 71,8 71,2 776 84,1 64,4 746 70,1 70,6 723 718 729
1135 934 91,8 96,0 98,8 69,5 96,5 100,7 88,2 126,0 105,1 97,3
1759 169,3 207,4 139,8 120,3 166,5 102,2 1179 127,6 112,0 91,8 126,1
271,7 2535 273,4 2029 209,7 2716 207,0 222,8 226,0 207,2 226,3 230,4
267,6 342,6 342,8 311,0 311,6 3325 233,6 277,4 3325 352,1 254,55 254,1
349,6 363,1 429,7 396,8 368,0 424,2 362,0 449,0 434,6 395,2 418,7 456,2
505,6 356,0 520,0 484,8 464,7 388,5 343,0 469,5 500,6 452,0 470,7 486,8

N~ o o~ W N BB O

409,8 367,3 457,3 511,4 526,4 414,1 370,4 503,6 526,6 501,1 482,7 534,8

Anexo 4. Valores de la concentracién del Pb (mg L) en los cultivos de T. suecica.

CONCENTRACION MP (ppm)

DIA 0 5 10 20
Rl R2 RS Rl R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3
0 0,05 0,05 0,05 5,03 5,06 5,03 10,00 10,20 10,30 20,00 20,00 20,02
1 0,00 0,00 0,00 191 1,89 1,90 250 245 247 2,73 2,67 2,72
2 0,00 0,00 0,00 1,71 1,68 1,70 243 2,36 2,39 264 258 261
3 0,00 0,00 0,00 1,45 1,43 1,46 2,14 2,04 2,09 257 253 2,65
4 0,00 0,00 0,00 1,27 1,24 1,25 2,13 2,04 211 242 238 245
5 0,00 0,00 0,00 1,06 1,12 1,20 2,12 2,03 2,08 2,10 2,16 2,06
6 0,00 0,00 0,00 0,79 0,76 0,77 1,88 1,82 1,85 1,83 1,73 1,79
7 0,00 0,00 0,00 0,45 0,41 043 128 119 124 162 158 1,60
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Anexo 5. Valores diarios de la temperatura (°C) en los cultivos de T. suecica dosificados
con diferentes concentraciones de plomo (Pb).

CONCENTRACION MP (ppm)

DIA 0 5 10 20

R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3

216 216 21,6 216 216 21,6 216 216 21,6 215 214 216
220 220 214 220 220 221 220 222 214 219 22,0 22,0
222 221 221 222 222 223 226 22,4 222 224 22,7 223
22,3 222 221 223 222 223 22,7 225 223 22,6 22,7 2272
220 219 218 21,8 21,8 22,0 22,4 222 221 22,1 224 220
21,7 215 215 219 21,7 218 22,1 22,0 21,7 21,8 22,0 21,7
214 212 211 21,2 21,2 21,3 216 214 211 21,2 214 214

N~ o o~ W N BB O

21,3 21,3 212 21,3 211 21,2 21,7 215 212 213 214 214

Anexo 6. Valore diarios del pH de los cultivos de T. suecica dosificados con diferentes
concentraciones de plomo (Pb).

CONCENTRACION MP (ppm)

DIA 0 5 10 20

R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3

8,6 8,6 8,7 86 86 8,6 85 85 86 85 86 85
8,9 9,1 8,9 88 86 89 86 87 8,6 86 86 8,6
9,3 9,9 9,1 91 91 91 91 91 91 81 91 91
9,5 10,9 9,4 91 91 94 93 91 89 94 97 93
8,9 9,9 8,9 85 87 89 89 86 85 90 90 90
9,0 9,9 9,0 87 86 88 89 84 82 87 92 87
8,8 9,9 8,9 85 84 87 85 82 82 82 86 82

N~ o o~ W N BB O

9,8 9,7 8,9 87 85 88 84 85 8.2 83 85 83
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Anexo 7. Asimilacion (X/M, mg g-1) del Pb obtenidos de la concentracion del metal (mg L) y la densidad 6ptica algal (g L

1).
0 5 10 20
Dias Pb D.O XIM Pb D.O XIM Pb D.O XIM Pb D.O XIM
mgL*  gL* mgg*t mgl*  gL? mgg® mgL* gLt mggt mgLlt gL’ mg g*

0 005 00722 0693 504 00754 66,844 10,20 00718 142,061 20,00 00723 276,625
1 00 0099% 00 1,90 00881 21,566 2,47 00951 25973 2,70 01095 24,658
2 00 01842 00 1,70 01422 11,955 2,39 01159 20,621 261  0,1100 23,727
3 00 02662 00 145 02281 6357 209 02186 9561 258 02213 11,658
4 00 03177 00 125 03184 3926 209 02812 7432 242 02869 8435
5 00 0388 00 1,13 03963 2851 208 04152 5010 201 04234 4,747
6 00 04605 00 0,77 04460 1726 185 04377 4227 1,78 04698 3,789
7 00 04115 0,0 043 04840 0888 160 04669 3,427 124 05062 2,450

D.O.= densidad éptica (g L)

X = concentracién de plomo (mg L)

M = biomasa en g L*(D.0O)
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