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RESUMEN

El presente estuc_lio‘evalué la eficiencia de bioacumulacion de
plomo (Pb) por el alga Spyrogira sp. a escala de laboratorio en la Universidad
Nacional Agraria de la Selva (UNAS). Especimenes del alga fueron expuestos
a diferentes concentraciones de 50, 100, 150 y 250 mg/I de plomo por un
periodo de 24 horas. Las concentraciones finales del metal fueron
determinadas por espectrofotometria de absorciéon atdmica. Las mayores tasas
de acumulacion del metal fueron encontradas a una concentracion inicial de
150 mg/l, la acumulacién de plomo en el alga mostré un patrén lineal que
incrementd con la exposicién a la concentracion y al tiempo. Los resuliados
encontrados permité_n concluir que algas del género Spyrogira sp. poseen
eficiente capacidad de acumulacién de plomo, la que se encuentra en funcion
de la concentracién inicial de metal en el medio, registrando su mayor
capacidad de acumulacion y eficiencia a una concentracién de 99.10 mg y
tiempo de contacto de 12 horas, siendo 150 ppm (105 mg) la dosis inicial
aplicada, logrando un 94.38 % de eficiencia de bioacumulacion. Pudiéndose
afirmar que el género Spirogyra sp. puede ser utilizado comb acumulador en el

tratamiento de aguas residuales.



I. INTRODUCCION

La contaminacién ambiental pbr metales pesados es uno de los
principales problemas a nivel mundial, la cual es generada por diversos
procesos industriales, como la mineria, metalurgia, curtiembre, produccién de
baterias, gélvanoplastia, entre otras, las que producen residuos que contienen
metales pesados que terminan transfiriéndose al medio ambiente debido a un
incorrecto tratamiento o disposicién final. Una vez liberados al ambiente, los
metales pesados circulan entre los ciclos bitticos y abiéticos, los metales no
son biodegradables, trayendo como consecuencia su acumulaciéon en la
naturaleza y como en la cu.spide de la piramide se encuentra el hombre, este
es quien recibe los metales de forma preconcentrada. Los metales pesados
que encabezan la lista de toxicidad son plomo, mercurio y cadmio, para los
cuales no se ha encontrado funcién biolégica alguna (Volesky, 1994, citado por
PLAZA, 2012).

En algunas partes del Perl el desarrollo industrial y el manejo
inadecuado de los residuos que contienen metales pesados ha generado una
problematica muy grave, un claro ejemplo es el caso de la ciudad de La Oroya
la cual ha sido calificada en el afio 2006 en un informe de la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS) como la quinta ciudad mas contaminada del mundo,

esto viene ocasionando el deterioro de los recursos hidricos del rio Mantaro,
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asi como el suelo y lo mas importante es la repercusién sobre la salud de sus
pobladores.

Ante esto existe un variado nimero de métodos quimicos para la
eliminacion de metales pesados de medios liquidos. Estos incluyen:
precipitacién, evaporacion, intercambio idnico, tratamiento electroquimico vy
tecnologias de membrana. Estos procesos suelen ser costosos y poco
eficientes, especialmente cuando se aplican— en ambientes con concentraciones
de metales por debajo de 100 mg.L™ (Zhou y Kiff, 1991, citados por GARZA,
2005).

En tal sentido se busca la e.liminacién de estos metales pesados a
través de métodos biolégicbs (bioadsorcién, bioabsorcién, bioacumulacién,
biomineralizacién) pues son mas eficientes, rapidos y econémicos que los
meétodos qﬁimicos y pueden ser a'plic;ados a sistemas con bajas
concentraciones de metales (Hutchins et al., 1986, citados por GARZA, 2005).

Los métodos biolégicos minimizan la generacion de desechos
téxicos y permiten la recuperacion del metal. La biorremediacién es un proceso
biotecnolégico donde se utilizan sistemas biolégicos para remover y recuperar
sustancias contaminantes del ambiente. En el caso de las algas se utilizan
cultivos con capacidad de bioacumular o bioadsorber contaminantes. La
bicadsorciéon consiste en el atrapamiento pasivo de algunas substancias,
especialrﬁente metales toxicos en las estructuras externas de las células; este
proceso es independiente del metabolismo celular (Wase y Foster, '1997,

citados por GARZA, 2005).
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De acuerdo a lo mencionado, se planteé la siguiente interrogante:
¢, Cual es la eficiencia de bioacumulacién de plomo por el alga Spyrogira sp. a
escala de laboratorio en la Universidad Nacional Agraria de la Selva? por lo
que se sugiere la siguiente hipoétesis: La eficiencia de bioacumulacién de plomo

es mayor a 75 % en el alga Spyrogira sp. a escala de laboratorio.
Por tanto se formularon los siguientes objetivos:

a) Objefivo general
- Evaluar la eficiencia de bioacumulacién de plomo por el alga
Spyrogira sp. a escala de laboratorio.
b) Objetivos especificos
- Identificar microsc()picame}nte las algas del genero Spyrogira antes

y después del tratamiento.

- Determinar las concentraciones de plomo en la biomasa de

Spyrogira sp. antes y después del tratamiento.

- Determinar las concentraciones finales de plomo en los medios

acuosos después del tratamiento.

- Determinar la eficiencia de bioacumulacién de plomo por el alga

Spyrogira sp.

- Registrar los datos de temperatura y pH antes y después de los

tratamientos.



ll. REVISION DE LITERATURA

2.1. Metales pesados

Distintas definiciones han sidd establecidas para' los metales
pesados basandose en la densidad (gravedad  especifica), peso at()mi»co
(relativo a la masa atémica), nimero atémico y toxicidad. Los nﬁetalés pesados
son elementos con elevados pesos atomicos, superiofes a 44 956 y una

_densidad superior a 5 g/lcm®, excluyendo a los grupos Alcalino y Alcalinotérreo.

Aunque algunos son imprescindibles para el desarrollo de las funciones vitéles_
de los organismos, los denominados esenciales como cobalto, cobre, hierro,

manganeso, molibdeno, zinc, vanadio y estroncio, en cantidades excesivas son
perjudiciales e incluso letales para los seres vivos. Los metales pesados no

esenciales comUnmente implicados en problemas de contaminacién de las

aguas subterraneas son: cromo, cadmio, mercurio, plomo, arsénico y antimonio

| (Kenninsh, 1992, citado por TENORIO, 2006).

En las aguas supérfic’iales, los metales pesados EStén presentes
como particulas y cofno fases disueltas, aunque debido a su baja solubilidad
estas Ultimas suelen presentar concentraciones muy bajas en forma idnica o
complejos organometalicos. En las formas_ coloidales y particulas aparecen

- como hidréxidos, 6xidos, silicatos, sulf_uros 0 adsorbidos en mi_nerale‘s del grupo
de arcillas, silice y materia organica. La solubilidad de los metales pesédos en

las aguas superficiales depende del pH, el tipo de ligantes en los que se
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encuentran adsorbidos, el estado dé oxidaciéh de las fases minerales y el
ambiente rédox del sistema (Connell y Miller, 1984, citados por TENCRIO,
2006).

En las aguas suvbterréneas, el co'mportamiento:de los metales
pesadbs esta en funcién de la composicién del acuifero, la c_ompbsicién de Ié
materia en suspension y la composicion quimica del agua, los acuiferos con
maydres niveles de metales adsorbidos seran aquellos qohstituidds por arenas
finas. y limos. Asimismo, los metales pesados ﬁenen una gran afihidad por los
acidos humicos, arbillas organicas y 6xidos cubiertos de materia organica. La
quimica dé agua controla la ias'a de adsorcién/ desorcién de los meta|és_ hacia
y desde el acuifero. La adsorcion elimina el metal del agua y lo almacena én eI.
acuifero, mientras que la desorciéon devuelve los metales él agua, favoreciendo
su movilizacion. La desofcién de los metales suele broducirse debido a los
siguientes cambios fisico — quimicos en el agua:

- Aumento de la salinidad, se produce compve.téncia entre los

metales y los cationes por ocupar espacios disponibles.

- Disminucién del potencial rédox, normalmente bajo condiciones

deficitarias de oxigeno.

- Disminucién del pH, se prodUce un incremento de la

competitividad.entre_los metales y los iones de hidrégeno por
.ocup.ar espacios disponibles. Ademads, provoca la disolucion de
_'|os complejos metal-carbonato, liberandose los iones del metai

en el agua.



6

Las acciones antrépicas a menudo conducen a cambios en las
propiedades del entofno también introducen en el medio natural compuesto
'cdmo ionés, metales pesados, hidrocarburos, disolventes, 6rgano halogenados,
sustancias organicas y componentes biolégicos (bacterias, virus y gérmenes
diversos) que degradan y alteran Iaé caracteristicas naturales, produciendo
contaminacién (Diaz, 2001, citado por TENORIO, 2006).

Asi, la contaminacion por metales pesados puede ser el resultado
de la oxidacién de sulfuros o de la disolucién de ciertos carbonatos, o bien
pueden ser aportados directamente por actividades industriales y/o mineras. En
medios fuertemente redﬁctores (materia organica abundante con suministro dé
sulfatos y pH elevado) pueden ser fijados como sulfuros (DOMENECH, 1995). |

Para determinar la importancia de cada metal pesado considerado
como téxicd al medio ambiente (Diaz,‘ 2001, pitado por TENORIO, 2006)
propone un método'gréfico basado en la procedencia y composicién del metal.
En la figura 1 se represéntan t.res elipses que contienen metales t6xicos y
peligrosos. Asi en la elipse 1 figuran los metales brocedentes de vertidos
exégenosf en la elipse 2 aparecen los meta.les considerados comb tdxicos y
peligrosos y en el elipse 3 figuran los metales que se encuentran normalmente
~ en el suelo. Segun el anélisis grafico, la triple interseccion de las eIipses 12y3
muestra que el Cd, Cr, Cu y Pb son los metéles mas relevantes y con un
elevado valor de toxicidad y peligrosidad. Adema’s de estos metales, en la
doble interseccion de las elipses 2 y 3 se encuentra el Hg y por ultimo en la

interseccion de las elipses 1 y 3 figuran el As, Ni, Mo y Zn.



Figura 1. Interseccion de las elipses 1,2 y 3 muestra que el Cd, Cr, Cuy Pb
son los metales mas relevantes y con un elevado valor de toxicidad
y peligrosidad (Diaz, 2001, citado por TENORIO, 2006).

Generalmente la toxicidad de los metales pesados es proporcional
va la facilidad de ser absorbidos por los seres vivos. Un metal disuelto de
manera iénica puede absorberse mas facilmente que en estado elemental. Los
efectos téxicos debenden también del grado de oxidacién en que se encuentre
el metal, de su capacidad de enlace para formar compuestos organometalicos
o de su interaccién con otras sustancias como los acidos nucleicos, proteinas y
enzimas, que a su vez responden a funciones celulares, produciendo
alteraciones en los tejidos y 6rganos de los seres (Diaz, 2001, citado por
| TENORIO, 2006). Otro de los factores que determina su peligrosidad es que,
aun cuando se encuentren presentes en cantidades bajas e indetectables, la ya
indicada inexistencia de vias naturales para la asimilacién de estos compuestos
(recalcitrancia) y consiguiente persistencia de los metales pesados en el agua,
implica que a través de procesos naturales se produzca bioacurhulaciéh en los
seres vivos, es decir, se da una concentfacién mayor que la del ambiente en el

interior de los organismos debido a que su acumulacion es mas rapida que su
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metabolizacidn o excrecién, generando un problema ecolégico importante
procesos conocido como biomagnificacién (TENORIO, 2006).

2.2. Plomo |
Es un metal pesado (densidad relativa o gravedad especifica de
11.4 a 16 °C), no tiene olor ni sabor especial, de color grisaceo, con aspecto
brillante cuando se corta; al ser expuesto al aife se oxida rapidamente lo cual
se denota a través del tono mate_que adquiere. Muy ductil, maleable y
resistente a la corrosién, pobre condubtor de la electricidad, son caracteristicas
que lo hacen un eleh"uento de amplia aplicacion eh metalurgia y electricidad.
Numero atomico 82, masa atomica 207.19 g mol-1, d_envsidad '11-4 g ml-1, se
funde a 327 °C y hierve a 1725 °C. Es 11 veces mas denso qﬁe el agua, se
obtiene de la galena (sulfuro de pldmo) que es la forma mas abundante de este
elemento en la naturaleza y se encuentra generalmente asociada a diversos
minerales de zinc y en pequefias cantidades, con cobre, cadmio y hierro, entre.
otros (MMARP, 2006). | | |
| 2.2.1. Origen |
La presencia. de metales pesad’os en el suelo,val igual que en
aguas subterraneas y superficiales, puede ser resultédo de procesos naturales
y de actividades antropogénicas, siendo esta Ultima la principal responsable
~tanto de forma directa como indirecta del incremento de los niveles de metales
| pesados en el ambi'enté (Santos y de Oliveira, 2003; Dal Bosco et al., 2005,
citados por AGOUBORDE, 2008). "
Procesos geoquimicos 'naturales que involucran a la _er'osic’)nbde

rocas y, consecuentemente la disolucién y reaccion quimica entre sdlidos,
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liquidos y gases a través de. los estados del ciclo hidrolégico, permiten que
metales que forman parte de la corteza terrestre, tales como iinc (Zn), selenio
(Se), niquel (Ni), molibdeno (Mo), plomo (Pb), mercurio (Hg), cobre (Cu),
cobalto (Co), cromo (Cr), cadmio (Cd) y arsénico (As) sean esparcidos en el
" suelo y en aguas superficiales después de periodos de lluvia (He et al.b, 2005,
citados por AGOUBORDE, 2008). |

Por su parte, la actividad antropogéniba_ es responsable del
inéremento de estos elementos en aguas superficiales (por medio de la
descarga de residuos liquidos), en el aire (por medio de procesos de
combustion) y en el suelo (a traves de actividades agropecuarias) (Jarup, 2603,
citado por AGOUBORDE, 2008).

Los efluentes industriales son considéfados como uno de los
principales responsables tanto directos como ihdiréCtos de la contémihacién de
aguas superficiales. Efluentes como los producidos por refinerias de petréléo,
industrias de pulpa y papél, textiles, metalurgicés, industrias productoras de
quimicos organicos e inorganicos, de plésfico, por curtiembres, mineras, de
galvanoplastia, entre otras, contienen una gran cantidad. de metales pesados.
(AHLUWALIA y_GOYAL, 2007). | o

| En el Cuadro 1 se puede observar los distintos metales pesados
que suelen estar presentes en los efluentes generados por estas industrias

(Manzoor et al., 2006, citado por AGOUBORDE, 2008).
En general, el tipo y cdncentfécién de los mefales pesados

presentes en los residuos liquidos generados por las distintas industrias va a
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depender del proceso prbductivo, de la etapa en que se produzcan y de la
materia prima utilizada (Sharma et al., 2007, citado por AGOUBORDE, 2008).

Cuadro 1. Metales peéado_s presentes en efluentes industriales.

Fe Mn Zn Cu Ni Hg Pb Cd Cr As Al Sn Sb

Refinerias de petréleo X X X X X X X

Textiles X X X X X X X X

Metalurgicas X X X X X X X X
Quimicos organicos X X X X X X X X X
Quimicos inorganicos X X X X X X X X
Plasticos X

Curtiembres ‘ X

Mineras X X X X X X

Drenaje acido de minas X X X X X
Galvanoplastia X X X X X X X '

Fuente: Manzoor et al. (2008), citado por AGOUBORDE (2008).

2.2.2. Comportamiento en el ambiente

2.2.21. Agua

El Pb inorganico que proviene dé varias fuentes industriales y
mineras existe en el agua en el estado de oxidacién +2 (MANAHAN, 2007). El
Pb puede acumularse en los sedimentos de rios y lagos, o bien ser arrastrado
haci}a el mar en donde también puede precipitarse y d'epositarsev en los
sedimentos marinos que se constituyen en un sumidero en el cuai esté
elemento esta relativamente inaccesible,ﬂ ya que los suelos retienen por lo
general el metal depositado en ellos, se reduce el potencial de ébntaminacién
de los acuiferos (INE, 2001).

2.2.2.2. Aire

En el pasado se utilizaban uné gran cantidad de compuestos de Pb
que después se emitian a la atmosfera a partir de los procesos de combustion,

principalmente provenian de los automoéviles en sitios donde se utilizaban
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combustibles cbn Pb. Una vez en el aire, eran transportados depéndiendo de
las Vcondiciones ambientales (vélocidad y direccion del viento, precipitaciéon y
humedad). Posteriormente, sedimentados por la precipitacion y depositados en
la vegetacién y en suelo (FERNANDEZ ef al., 2004). |

| 2.2.2.3. Suelo
| El suelo es el principal receptor de los metales pesados, por lo que
" todos los compuestos del Pb se acumulan en éste (FERNA.NDEZ ef al., 2004).
El Pb presente en el suelo no se cdmport_a como un elemento estatico, sino que
sigue un curso dinamico. Este movimiento en el suelo puede IIevarse a cabo
por cuatro procesos (NAVARRO et al., 2007): |
- Mdvilizacién alas aguas superﬁcial_es _o' subterraneas.
- Transferencia a la atmésfera por volatilizaci()n..
- Absorcién por las plant_aé e incorporacion a las cadénas troficas.
- Retencion en eI‘ suelo de distintas formas: pueden ser fijados por
procesos de adsorcion, complejacion y precipitacion. -
2.2.3. Efectos
Los metales pesados ejer'cen efectos biolégicos que pueden ser
beneficiosos 0 perjudiciales para los distintos organismos. No son
biodegradables y tienden a acumularse en los organismos, causando
.numerosas enfermedades y trastornos (Inglezakis et al., 2003, citados por’
AGOUBORDE, 2008). Elevadas concentraciones .de' algunos de estos.-
elementos en el ambiehte o en determinados brocesos pueden desencadenar

una serie de problematicas que van desde Ia degradacion y pérdida de
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fertilidad de suelos (Kizilkaya ét al.., 2004 y Arias et al., 2005, citados por
' AGOUBORDE, 2008) |

Elementos taies como el Hg, Pb, Cd, y As ’no_ sbﬁ considerados
‘como esenciales para ningun organismo, la réspuesta de un ser humano tras
Un contacto cén un metal pesado puede producir efectos} égudos_ y créniéos
dependiendé dela duracic’m de dicho contacto (Caussy et al., 2003 y He ét al.,
2005, citados por AGOUBORDE, 2008). |

La toxicologia del plomo ha sido ampliamehte estudiada. El plomo
inorganico es en general, un veneno hetabélico y un inhibidor de enzimas,
mientras que el plomo organico, como tetraetilplomo (TEP) o tetrametilplomo
(TMP), es mas venenoso que el inorganico. Como sintor_né_s precoceé en la
| toxicologia del plomo se han descrito dolores de cabeza, 6seos y 'abdo_minales,
trastornos del suefio, impotencia, trastornos de conducta, etc., mientras que
como sintomas avanzados apareéeh anemia, colicos, nauséas, trastornos
renales, délirios', daﬁos al feto,v hipertenéién arterial, a.lteracién' nerviosa y
cancer (Volesky, 1990, citado por TENORIO, 2006).

La causa primaria del elevado nivel de toxicidad a nivel quimico es
que los metales pesados poseen una gran capacidad para unirse con
| moléculas organicas. En efecto, estos efectos toxicos en sistemas biologicos
dependen de reacciones con ligandos que soh esenciales para su asimilacion,
y estos ligandos estan, a su vez,.presentes en gran abun’dancia.en la célula, ya ’
sea formando. parte de moléculas de rhayorés dimensiones, ya sea com'o.
moléculas aisladas. En este sentido, cabe destacar la gran afinidad que |

muestran los metales pesados, como principales ligandos, por grupos sulfidrilo,
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radicales amino, fosfafo, carboxilo e hidroxilo. EI. resultado _dé estas uniones
ligando-metal puede ser muy pérjudicial para la célula deétacandd: (1) la accion
genérica sobre proteinas por inhibicién de la actividad o por disrupcion en la
estructura de las mismas, (2) el desplazamiento de elementos esenciales de su
metabolismo estandar, produciendo efect'os‘ de deﬁ_ciencia, y (3) la catalisis dev
reacciones de generacion de moléculas ROS (Reactive Oxigen Species) o
radicales libres que provocan-fenémenos de estrés oxidativo (NAVARRO o al.,
2007). | |

Segun NAVARRO et al. (2007), el estrés oxidativo es un fenémeno
que merece ser estudiado aisladamente, dada su complejidad e importancia en
el desarrollo de los mecanisvmos basicos de la célula. Como resumen de dicho
fenomeno basta decir que provoca dano a distintos niveles, destacando los
_siguientes aspectos: '

- Inactivvacvién de proteinas y enzimas, fundamentalmente por la
oxidacion de los grupos sulfhidrilo, dando lugar a puentes disulfuro
que causan , I_a interrupcion del funcionamiento normal de la
proteina o enzima, modificacion de la conformacion de en_zirhasvy
poli nucleétidos.

- Peroxidacion lipidica de membranas, causando rupturas vy

~ subproductos de las cadenas hidrocarbonadas. |

- Efectos de dafo sobre el ADN. Esfos puedén ser desperfectos
genotoéxicos: mutaciones, aberrabiones crOmos_émicas, altéraciones
en la sintesis y reparacion de acidos nucleicos y fransfdrméciones

celulares.
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- Bloqueo de sus grupos funcionales.
- Ruptura e inhibicion dé biomoléculas.
2.2.4. Efectos toxicos en hufnanos_

El plomo se distribuye en el cuérpo humano de acuerdo a un
modelo toxico cinético de tres éompartimentos. La sangre y los tejidos suaves
representan los compértimenfos activos, mientras que los huesos'representan_
el compartimiento de almacenamiento. EI plomo se dlstrlbuye hama eI epitelio
tubular de los rifiones y hac1a el hlgado EX|ste ademas una. redistribucion
mediante la deposicion del plomo en huesos, dientes y cabeza El plomo que
permanece en la sangre se adhieré_ a la hemoglobina en los eritrocitos, en los
cuales se llega a alcanzar una concentracién de plomo 16 veces subeﬁor ala
“que se puede presentar en el plasma (IPCS,‘.1 994).

" La vida media biol_ég»ica del plomo es muy dificil de estimar; éin
embargo, se ha observado que la vida media en eritrocitos es de 35 dias, de 40 .
dias en tejidoS'suaves (rifones, higadovy tejidd nervioso) y en huesos de 20 a
30 afios. En general, la excrecién del plomo es baja. Entre I‘as vias que utiliza el
organismo para desecharlo se tiene que la excfecic’m urinaria-esb cercana al
76% de la excrecion diaria, mientras que la eliminacion por ‘secreciones
gastrointéstinales es del 16% y el v8% restante se acumula en el cab_ello", unas,
sudor, etc. (IPCS, 1994). |

La informacién sobre las dosis a las cuales los | ¢0mpuestos
organicos de ploho causan efectos en el ser huméno es Iimitéda,'_ en paci_entés
con envenenamiento por inhalacién de vapores de gasolina se presentan-

niveles superiores a los 100 pg/dL de plomd en sangre. En otros casos se
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encontraron ni\)eles de 350 pg/dL en 6rina de pacienteé éon envenenamiento
por TEL. La dosis letal inferior reportada (LDLO) para el hombre es de 1.4_70_
ug/kg (IPCS, 1994). ' :
El envenenamiento por los compuestos organicos del plomo puede

pfesentar diversos efectos agudos en el sistema nervioso centrél. Estudios
realizados demostraron intoxicacion por inhalacién deliberada de vapores de
gasoliné con piomo. La inhalacién y la absorcién dérmica son las principales
rutas de exposicion al TEL y TML (IPCS, 1994). | |
2.3. Contaminacion por plomo en el Peru |

| El impacto de la contaMinacién por metales pesa‘d'os'en la salud de
las personas en nuestro pais se ha evidenciado en niveles de plorﬁo en saﬁgre
que sobrepasan en dos o mas veces el limite maximo de 10 microgramos de
plomo pof cada decilitro de éangre,_ permitido por la Ofganizacién Mundial de la
Salud (OMS) para los niﬁos; siendo las poblaciones de La Oroya (Junin), Cerro
de Pasco, Lauriéocha ('HL.Ja'nuco) y fio Corrientes (Loreto) las mas afectadas y
conocidas por su capacidad de respuesta frente al probler'nba. Sin erﬁbargo,
recién a partir del segundo quinquenio de la primera década del presente siglo
s.e han realizado nuevas denuncias de poblaciones avfectadas'en su salud por
la contaminacién por metales besados en .Puno,. Madre de Dios, Ancash,
Cajamérca, evidencfando la présencia de plomo, cadmvio, arsénico, mércurio y
otros métales_pesados en las poblaciones a. las que se le hizo dosaje en sangre

y orina (CONKLIN et al., 2008).
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2.31. La Ofoya
La operacién del complejo metalurgico de LavOroya, comprende el
procesamiento de concentrados de plomo, zinc y cobre, considerados “éucio_s”
E pbr su alto contenido de impurezas, los que, al ser pfocesados bara obtener
metales refinados, emiten partiCuIas y efluentes con contenidos de plomo,
arsénico y cadmio al Iaire y al rio Mantaro (RAMOS et al., 2009). v |
Segun la informacién de los censos hematicos realizados en Lé
Oroya desde el 2004 al 2008 por el CENSOPAS del MINSA, salv6 el del 2(')07
efeétuado por la empresa Blufstein, si bien el.niyel prorr_iedio de plomo en
sangre en nifos menor.esjde 6 afios se ha reducido un 9.3 % desde .3_2.1 ug/dl
el 2004 a 29.1 ug/dl el 2006 y ha continuado descéndiendo_ hasta el 2008, el
promedio de este lltimo afio todavia ésté ‘en el rango de 20 a 44.9 ug/dl,
' debido a que el 52.8 % de los nifios el 2008 tienen més de 20 ug/dl, es decir,
mas del doble permitidb pdr la Organizaciéon Mundial de la Salvud (OMS)
(RAMOS et al., 2009). | |
2.3.2. Rio Corrientes, Loreto
'El Ministerio de Salud publicé el 2.9‘de mayo del 2006 el informe de
la visita de reconocimiento para la evaluacion de la calidad sanitaria de los
recursos hidricbs y muestreo biolégico en Iaé comunidades de Ia‘cuvenca del
Rio Cbrrientes. Sefala que en el muestreo biolégico a 199 personas, 125
mujeres y 74 hombres, el 66.21% de los hombréé m_enore's a 18 arios super6 el
limite maximo permisible para pldmo en poblacién infantil (10 microgramos de
plomo por cada decilitfo de séngre, segliin la OMS), el 44.59% presentaba :

niveles entre 10 y 15 microgramos de plomo en sangre correspondiendo a
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jovenes entre 13 y 17 afios y el 79.20% de los adultos presentaba niveles de
plomo entre 10 y 20 microgramos por decilitro de sangre siendo en su mayoria
de edades entre los 18 y 39 aﬁbs (RAMOS et a/., 2009).

'2.3.3. Raura - Lauricocha

La compaiiia rhinera Raura viene operando mas de 40 afios en la
zona de Lauricocha (Huanuco), donde el 2007 en el centro poblado menor de
Raura Nueva se ha. verificado que el 93.7 % de los nifios tienen niveles de
plomo en sangre superiores al ‘mva’ximo pérmitido por'ia OMS. Es. importante
sefialar, que en el 2008 los resultados del monitoreo de los recursos hidricos
en la cuenca del rio Lauricocha por parte de DIGESA, muestra que en las -
lagunas Santa Ana, Caballococha, y Laurlcocha el contenido de plomo se
excedi6 la norma en 2 y 3 veces al afio (RAMOS et al., 2009).
2.4. Estrés por metales pesados |

La toxicidad de un ion metélico d'epende de la capacidad de
" interactuar con. las moléculas de la célula, por lo tanto, el agente de tdxicidad
.es el ion y no el metal, el cual no es soluble. Su peligro real depende de la
concentrécic')n de iones solubles presentes en el sustra_to y disponibles para Iva
planta. La razén por la que los metales son toxicos es porque causan estrés
oxidativo, el cual se define como aquel tipo especial de estado bioquimico de
una ceIuIa o tejido, que puede ocurrir en plazos cortos o largos, en donde la
generaaon de especies quimicas oxidantes rebasa la capacidad de produccnon'
o la actividad de especies antioxidantes (Pilon, 2002, citado por PENA et al.,

2005).
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Redd y Gadd (1989), citados por PENA et al. (2005) i‘ndican que en
las algas, lqs eféctos toxicos de los metales pueden incluir: (1) incremento
irreversible de la permeabilidad del plasmalem'a, que‘conduce ala pé.rdida de
solutos en la célula y cambios en el volumen ceélular; (2) reduccion en el
transporte electronico yen la fijacion del carbono fOtosihtético.; (3) inhibicién .del
consumo respiratorio del oxigeno; (4) interrupcion de los procesos de captacion
de nutrien.tes; (5) inhibicién enzimética; (6) desarrollo morfolégico anormal y
cambios ultra estructurales (alteracior_ies celulares); (7) debilitamiento de la
movilidad y pérdida d‘e. flagelos en algunas microalgas y (8) degradacién de
pigmentos fotosintéticos, junto con reduccion del c'recir.nientov y en casos
exfremos, mortalidad celular.
2.5. Remocioén de metales'pesadds

En la actualidad eXisten una serie de prc)césos qué son utiliiados :
en la rehobié_n de metales pesados, entre los que se éﬁbuentran la
precipitacion quimica, la filtracién por medio -de membranas, la red'uccién-'
electrolitica, la e*tracci()n por medio de solventes, el intercambio i6nico vy la
adsorcion. Algunas de estas tecnologias no son aplicables en todas. las
situaciones, debido a una serie de inconvenientes tales como: baja eficiencia y
aplicabilidad a una amplia gama de contaminanteé,. generaciéh de residuos,
dificultad de encontrar cvond'iciones éptim.as de operacién cuando se presentan
distintos metales pesados en una solucién y Ié‘necesi'da.d de pre tratamientos.
- (AGOUBORDE, 2008).
"El proceso en el cual_ las moléculas se céncentfah eh un'a capé

interfacial se conoce como adsorcién. Si las moléculas penetran al interior de la
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fase sélida, el proceso es conocido como absorcién. El término éorcién_
~ generalmente .es utilizado cuando los procesos de adsorcién y absorcién
ocurren simultdneamente y no sé pueden distinguir uno de otro, mientras que si
la adsorcién de una o varias especies i6nicas es acompafiada por la desorcion
simulténeé de una cantidad equivalente de especies idnicas, el proceso se
denomina cbmo_ intercambio  i6nico (Dabrowéki, .2001, citado por
AGOUBORDE, 2008). La representacion 'esquema'tiéa de |_a adsorcion,

absorcién e intercambio idnico se puede observar en la Figura 2.

: @ § ADSORCION | ‘\\ |

N\ '
@ \ 'ABSORCION

| VAN : 'INT.EflCAMESlO» H g
@® @ IONICO @® @&3

Figura 2. Representacion esquematica de los procesos de adsorcién, absorcién
e intercambio iénico (Appelo y Postma, 1993, citado por TENORIO,
2003). ' '

La biomasa de. algas se ha u_tilizado pa'ra' procesos de
biorremediacion de ag‘uasv residuales contaminadas con metales pesados, -
debido a su capacidad para eliminar taies- contaminantes, ya seé por ads.or'cién
sobre la superficie de la célula o por inborporaci.én a las bropias células ..Dos
rutas bioquimicas diferentes»se pueden seguir: biosorciéh (o Ia_' adsorcién de

iones .de metal sobre la superficie de la célula' ) y la bioacumulacion (o
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absorcién de metal en la célula ) (Rangsayatorn et al., 2002, citado por MANE,
2012). |
2.5.1. Biomasa

La utilizacion de bibmasé de algas, hongo_s .y bactefias como
material bioacumulador esta siendo cada vez mas considefada como una
alternativa viable para la remocién dev compuestos toéxicos desde aguas
residuales (Selatnia ef al., 2004,.citados bor AGOUBORDE, 2008). |

| 'El proceso de acumulacién de metales pesados en la biomasa

puede ser dividido brincipalmente en dos categorias: biosorciéon por medio de
- biomasa inactiva y bioacumulacién por c_élvu_las vivas (Zouboulis et al., 2003,
| citados por AGOUBORDE, 2008). |

La acumulacion de metales pesados se> lleva a cabo en dos‘: fases:
la fase activva de acumulacion, correspohde ala etapa inicial y es la fase rapida
del proceso, se da cuando los metales son absorbidos a la superficie del alga
| por atraccién electrostatica a los sitios cargados negativamente; la fése pasiva,
gue es mucho mas 'lenta, durante ésta los iones metélicds son iransportados a
través de la mehbrana celular y dentro de los organelos intraéelulares (Chdng
et al,, 2000 y Sanchez et al., 2001, citadds por PENA"et al., 2005). Reed y
vGadd (2000), citados pbr OSPINA et al. (2006), definen que la écumulacién de
metales en algas es un pfoceso generalmente representado _pof una fase abtiVa )
y otra pasiva, Ia fase de acumulacién activa, ‘esté menos Iim.itada por factores
externoé que afectan el metabolismo ‘tales como temperatura, luz, pH y
salinidad, | por cuanto se realiza de maneré mas rapida. Seguln vl__obban y

Harrison, 1994, citados por PENA et al. (2005), la incorporacion de plomo se
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realiza de forma pasiva con participacién" de polisacéridos cargados en la pared
celular y en la matriz intracelular. Recientemente Baker y Walter (2000), citados
por OSPINA et al. (2006) sugirieron que los diferentes patrohes de acumulacion
de metales en plantas pueden estar relacionados con los mecanismos de
tolerancia. Para esto des'cri_bieron tres estrategias basicas que se asocian a
tres modelos lineales: 1) la _estrétegia de exclusion, se da cuando la
concentracién ‘de metal en la plarﬁa esta- por encima del rango de
_concentraciones del metal en el medio, sugiriendo que la concentracién en la
planta se mantiene a un nivel bajo consta'vnte hasta que.se alcanza uha
éoncentrécién critica en el ambiente, presentandose toxicidad y transporte no
restringido del metal en la planta; 2) la estrategia de acumulador, se da cuando
los metales se concentran activamente en los tejidos, por ehcimé del ‘rang_o de
concentracion del ambiente, implicando una fisiologia altamente especializada;
y 3)la estratégia de in}di'cador, que ocurre cua‘ndo la ca.ptacién de métales y el
’transporte al interior de la planta son reguladds, u ocurre Ia. acumulacion
pasiva, de modo que las concentraciones intérnas reflejan exactamente las ‘
concerjtracioneé externas.

La acumulacién de iones mefélicos depende de Ia. concentracion de
iones metalicos en la solucion, hasta que la concen'trabcién da Iug_ar a efectos
t6xicos generandose una di‘sminucién del rendimiento de la b‘ioa'c_umulaciévn
(Yan y Pan, 20'(.)2, citados por MANE y BHOSLE, 201 2); Este comportamientp
ha sido ampliamente documentado en especies de macro y micro algas donde
la acumulacién de metales én el organismo es funcion dé la disponibiiidad de

los contaminantes y del tiempo de exposicién a e'IIos, (Bakér, 2000; Levine,
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1984; Seeliger, 1977 y Wilcox et al., 1998, citados bor OS.PINA et al., 2006).
Estudios de laboratorio y de condiciones in situ Han demostrado que la
concentracion de metales en algas marinas refleja la concehtraci()n de estos en R
el ambienté'(Mqrris, 1975; Powell, 1997 y Vera, 2002, citados por OSP|NA et
al., 2006). A mayor concentracién los cationes metalicos puede.n competir en la
absorcién de iones. metalicos en sitios activos a nivel de membrana
(Cheeseman, 1988; Reed y Gadd,- 2000 y Wilcox et él.,’ 1998, citados bor.
OSPINA et al.,, 2006). o | o
El estudio de acumulacion de ‘cadmio (Cd), cromo Y(Cr), selenio (Se)
y zinb (zn) en las rhac_roalgas Ulva lactuca y Gracilaria blodgettii encontr6 qne _
la tasa de écumulacién en el. alga decrece con el i_nCreménto de la-
concentracion del metal e indican que estas algas tienen una mayor respues{a
de acumulacién a menores concentraciones dé metal (Wang y Lewis, 1997,
citados por OSPINA et al., 2006). Los resultados 'p.ioneros'de Bryan (1969)
citado por O’SPINAvet al. (2006) demostraron que la tésé de absorcién de zinc
en Laminaria digitata disminuia a altas conéentraciones del metal, resultando
valores muy baj'os del factor de bioconcentracion a concentraciones altas de
“zinc. _ |
CASTILLO y ROLDAN- (2005) indican que Ia'eficiéncia aum’envtab
con la concentracion del metal hasta alcanzaf ur%a saturacion, es maxima entre»
5y 40 °C y puede soportar un amplio intervalo de écidez del medio. La.-
influencia del pH se debe al efecto sobre la solubilidad del metal, la estructura

del absorbente y el estado del grupo que liga el metal.
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Los bioensayos con algas se han convertido en una herramienta
practica para el manejo y control de la contaminacion por metales. pesados,
principalmente por su capacidad de absorber metales desde el agua. Sin
embargo, es importante considerar que existen factore$ fisicos y biol6égicos que
afectan la acumulacion de metales; entre los gue se encuentran la temperatura, |
luz, eétacionalidad, pH, salinidad, entre otros (Lobban y Harrison, 1994 y Wang
y Lewis, 1997, citados por OSPINA et al., 2006).

El proceso de 'absorbién de los metales_ sobre la biomasa es
controlada por atraccion idnica. A valores bajos de pH, la sﬁperficie'de la célula
se carga positivamente, reduciendo la atraccién entre los iones metalicos y los
grupos funcionales de la paréd celular, en contraste, cuando el pH aumenta la
superficie de la célula se carga negativa y el proceso de retencion se ve
favorecido (Gabriel, 1982 y Volesky, 1987, citados por MODHER et al., 2009). |
El aumento de la capacidad de biosorcién es atribuido al aumento del pH, a pH
béjos la solUcic’m se protona debido a los valores especificos de pKé (logaritmo
negativo de la constante de disociacién acida de un acido débil) de los sorbatos
generando repulsion entre los sitios de union (grupbs funcionales) de la pared
| celular y los iones metélicos de la solucion causando_- disminucién de la
" absorcion (Romera et al., 2006, citados por YAQUB et al., 2012).

Seki et al. (1998), citadoé por MODHER et él. (2009) afirman que la
reaccion de absorcién podria ser debido al aumento de la temperajura pues
aumenta la velocidad de difusién de las moléi;ulas del sorbét_o a travéé de las

capas externas de la pared celular.
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2.6. Mecanismos de acumulacion de metales pesados

Los seres vivos desarrollan meca_nismo de defensa contra algunas
sustancias toxicas. Este es el caso de las fitoquelatinas (FQ) y las
metalotioneinas (MT) que son péptidos de eIevado contenldo en grupos tiol
| generados por plantas y animales, en respuesta é una incorporaciéon o una
ingestion ekcesiva de metales pesados, estas bviomoléculas. ehlazan
fuertemente los iones metalicos con el fin de disminuir su toxicidad. Las algas
son capaces de generar una canﬁdad suficiehte de fitoquel'atinas'(MONTORO,
2009). |

La capacidad bara aCumuIaf metales se debe a las fitoquelatinas,
polimeros de glutation cuya sintesis se activa por exposicion a iones metalicos,
las fitoquelatinas intervienen en el confinamiento vacuolér de los metales
pesados, loé complejos FQ — metal se acumulan en las vacuolas (CASTI‘LLO y

ROLDAN, 2005).

Cd*

B

vy FQME™ o

Citoplasma

Figura 3. Trahsporte y acumulacion de metales en la vacuola. FQ
(f|toque|at|na) el simbolo ~ indica consumo de ATP (CASTILLO y
ROLDAN 2005).
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2.7'- Spyrogira sp.
a. Clasificacion
Clasificacién taxonémicé de Spyrogira sp., segun PENA et al.
(2005):

Reino: Plantae
Subreino: Viridaeplantae
Infrareino: Streptophyta
Divisién: vC_harophyta
SubdiVisién: C.')vonjuvgopvhyt.inav
Clase: Conjugophyceae
- Orden: Zyghemafales

Familia: Zygnerhataceae

 Género: Spyrogira

b. Hébitat.

Habita en aguas ‘dulces, como rios y arroyos. También en aguas
estancadas, como . charcos y lagunas, existen mas de 400 especies de
Spyrogira én el.mundo y tienen aproximadamente entre 10 y 100 um de ancho |
y puede llegar a varios centimetros de Iongitud. '

c. Caracteristicas generales
La Spyrogira es un alga yerde de ‘agua dulce, normalmenté

filamentosa formada por células todas semejantes, aisladas con pared simple,
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la pared celular, generalmente delgada, esta formada de dos capas 'de las que
la externa péptica, esta transfbrmada en mucilago, lo que da a estas algas un |
tacto mucoso caracteristico (STELL y TORRIE, 1989).

A su vez la pared celular posee muchos gfup’os fUncionaI,es
electronegativos, tales como hidroxilo (OH), fosforilo (PO30;), amina (NH,),
carboxilo (COOH), sulfhidrilo (SH), etc., que confieren la ad'sorcién‘de cationes.
de metales pesados (Davis et al., 2003, citados povr YAQU'B et al., 2012), éstos |
gr_upos._funcionalés son constituyentés de la pared celular, tales como, |
heteropolisacaridos y proteinas, los 'cﬁales funcionan como sitios de unién de
metal (Naja y Volesky, 2006, citados por YAQUB et al., 2012). Por su parte
GUPTA et al. (2012), realizaron anadlisis de espectrofotometria FTIR a las
células de algas de género Syrogira sp. los que mostraron la presencia de -
~grupos funcionales ionizables (es decir, carboxilo, amino, amida e hidro*ilo)
capacés de intéractuar con los 'protones o iones metalicos.

Eh cada célula, eI.nucIeb con frecuencia voluminoso y'provisto de>
un gran nucléolo, esta siempre situadb en el centro de la céIUIa, Unidb al
Citoplasma p.ar'ietal por tractos citoplasmaticos fédiales; el nucleo es siempre
aXial,_ pero Ioé .plaétos son parietales tienen la. forma de largas pintés '
espiraladaé, éon bordes denticulvados. ‘y. gruesos ha‘cia el interior en su parte
media, provistos de .numerdsos pirenoides. STELL y TQRRIE (1989) indiCan
que segun la especie, cada célul_avcontiéne de uno a cinco plastos éspiralados‘

y las vacuolas son con frecuencia ricas en tanoides (Figura 4 y 5)
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Figura 4. A. Spyrogira sp; una célula con nucleo central (n) y tres cloroplastos
parietales (p) acintados provistos de numerosos pirinoides (py)
(STELL y TORRIE, 1989).

" cytoplasm nucleus vacuole

’T W

/

chloroplast

: 'ceu wail
strand of :
cytoplasm

Single cell of spirogyra

Figura 5. Célula de Spyrogira sp. provista de'un-cloroplast_o helicoidal,
- nlcleo, citoplasma y una vacuola limitada por la pared celular
(MURRAY, 2002).

lLa Spyrogifa sp., €s una éspecie .dioica, el contenido de las células
del filamento masculino se vierte en las células del fiIaménto femenino y los dos
filamentos se mantienen unidos entre si por un tubo; este tipo de conjugacion
se llama éscaliforme Figura 4. Algunas Spyrogira son monoicas, es déc_ir_son
dos células vecinas de un mismo filémento las que fusionan entre si mediante
un tubo de conjugacién que nace lateralmente enfre las dos células; esta

conjugacion se conoce como lateral (STELL y TORRIE, 1989)
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Figura 6. Diversos tipos de formacion de oosferas en las Zignemataceas. A, _
Spyrogira sp., con conjugacion esdaliforme; B, Zygogonium; C,
Spyrogira sp., con conjuncién lateral (STELL y TORRIE, 1989).

Las micrda'lgas se protegen a si mismas contra la toxicidad
causada por metales pesados usando.v‘arios mecaniémOS téles como:
mecanismos de exclusién, adsorcion. a la superficie celular o acumulacion
intracelular. Por tanto se puede predecir a la_é algas vefdes filamentosas como
potenciales biosorbentes o bioacumuladores eficientes debido a la bioquimica
de su pared celular, lo bual hé abierto las puertas de opcién rentable péra |
emplearlos enrl’a’ tecnoldgia de tfatamiento de aguas residualés (MANE vy -

BHOSLE, 2012).

2.8.. Antecedentes de estudios de bioacurﬁulacién mediante vSpyrogira sp.
. 2.81. Investigacionesinternacional_e_s | |

OSPINA et al. (2006) realizo bioensayos con algas para el manejo

y cc.)ntrol‘de la contaminacion. por sustanc.ias} toxicas, en parte por sus

propiedadés ecoldgicas vy fisiolégicas para resbonder aun amplio espectrb de

situaciones ambientales. El investigador evalud la ca_paCida'd de acumulacién

de plomo (Pb) en el alga verde Rhizoclonium riparium en condiciohes de

laboratorio. Especimenes del alga fueron expuestos'a concentraciones de 0,1,
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1,0, 10 y 15 pyg/mi de plomo por peﬁodos de 2,12, 24 y 144 horas a diferentes
cohcentraciones de salinidades (0, 5, 15, 30 y 60 %). Las concentréciones de
metal fueron determinadés por espectrofotometria de absorcion atébmica. Las -
mayores tasas de.acumulacién del metal fueron encontrédas a una salinidad de
15 %. Las concentraciones de metal en el alga mostraron un patréon Iineai que
_ incvrementc’) con la exposicidon en el tiempo.' Los resultados ehcontrados
permiten concluir que la capacidad de acumulaci'é_n de plomo en esta especie
esta ihfluencviada por la salinidad del agua d.é mar y es fuﬁcién de la
concentraciéon de metal en el medio y del tiempo de exposicién, registrando su
mayor capacidad de ac'umulacién entre 1 y‘1,‘0 pg/mil. v
GUPTA y RASTOGI (2008) realizaron una investigacion en el
departamento de quimica del Instituto de Tecnologia Roorkee .de la India,
cuyos resultados muestran la sorcién de Pb (ll) a partir de biomasa de algas
verdes.filaméntosas Spyrogifa sp., para lo que _sé llevo a cabo"experimentos
para determinar las propiedadés de biosorcion de Ia_.b'iomasa y se observd que
la capacidad maxima de adsorcion de iones de Pb {1)] fue alrededor de j1 40 mg
de metal por g de biomasa a pH 5,0 }.en 100 m"inutos.‘ El analisis
espectrofotometria atémica de la biomasa del alga.re.velc’) la p_resenciévde
grupoé carboxilo, hidroxilo y carbonilo aminoacidos, que son responsables de
.biosorcién de iones métélicos. Finaimente, Ios_fesultadbs .indicaron qué Ia.
biomasa de Spyrogira sp. es un bioadsorbente eficiente para la eliminacién de
Pb (Il) a partir de squcion_es acuosas. |
MODHER et al. (2009) llevaron é‘ cabo una investigacion en el

Laboratorio de Ficologia de la Facultad de Ciencias en la Universidad de



C .
Malaya, Malasia en.el que se estudiaron los efectos de la concentracién inicial
y el tiempo de contacto, pH y la temperatura sobre la 'biosorcién de plomo (I'I)
por la biomasa de alga muerta Spyrogira-neg[ecta y tuvo como resultados que
la capacidad maxima de adsorcion dé plomo () se vio afectada por la
concentraci()h inicial, aumehté con el pH y la temperatura de la solucién de
plomo (II). La capacidad de adsorcion maxima (Q.max) de plomo (II) por la
biomasa no viviente de.‘Spyrogira neg/ecta' fué de 132 mg/g. El andlisis FTIR de
la biomasa alga revelé la presencia de amina y el grupo carboxilo que e_ra_n.
responsables dé la adsorcion de plomo (ll). |

Por su parte, YAQUB et a/.._(2_012) ‘estudié la absorcion de cromo
hexavalente (Cr VI) utilizando biomasa muerta de Spyrogira sp. y reporté :cvomo '
resultados | la biosorcién optima de Cr (VI) a pH 4,0 (265 | mg / g), la
concentracion de biomasa de 1mg/gyla tefnperatura de 303K. El’anélisis de
espéctros de FTIR indicé la presencié y fun‘cién de los grupos funcionaleé
electronegativos en la superficie de las algas responsables de la Uni6h de los

iones de Cr (VI).
2.8.2. Investigaciones nacionales

En el 2006 en nuestro bais se réalizé estudios con_élgas mari_nas
en la Universidad Nacional Mayor de S_ah Marcos, en el que se investiga la
biosorcion de Co (ll) a partir de solucionés‘ diluidas, bsando cobmo'
bioadsorbente va.l alga marina parda Maérosytis pyrifera. Los resultados
experimentales muestran que los parametros Optimos para el proceso de
biosorcion son: pH=5, tamaﬁo de partfcula menor de < 180 um y cahtidad de

biomasa de 0,3 g. Ademas, del estudio de la cinética del proceso de biosorcion
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se determiné quev el tiempo optimo es de 15 horas. Se us6 la ecuaéién de .

'Langmuir arrojando como resultado que la cépacidad maxima de biosorcién es
47,80 mg/g yla constante b=0,0114 (RABANAL, 2006). |

Asimismq, en enero del 2012, se evalud en la Universidad Nacional

del Callao, la eficacia de la biosorcion de plomo mediante Cochayuyo pre-

tratado (Chondfacahthus chémisso:) Cuyos resultados mostfaron que ésta

especie es un biosorbente eficaz, en la fase de vi_da esporofitica y el

tratamiento del alga coh cloruro de calcio. (CaCl2), tamario de particula menor a

75 um, presentd resuitados optimos para la biosorcién del Pb (1) con uné

capacidad de bio.s'orcién.de 111,72 mg/g (SICCHA, 2012).



ll. MATERIALES Y METODOS |
3.1. Ubi_cacién
3.1.1. Ubicacioén politica
El presente trabajo de‘ investigacion  se desarrolld en laé
| instalaciones del. laboratorio de Microbiologia General (Facultad de Recursos
Naturales Renovables) y en el laboratorio de Andlisis de Suelos (Facultéd de .
Agronomia)v de la Uni.versidad NacionéI.Agra.ria de la Selvg, polfticafnente
ubicado en la ciudad de Tingo Maria, distrito de Rupa Rulpa, provincia de
Leoncio Prado, regidn Huanuco. La ejecucién del proyecto de investigacion se
realiz6 a partir del mes de Mayo hasta Noviembre del afo 2013. |
3.2. Materiales y equipos
3.2.1. Maferiales
- Los matériales_ que se usaron para la ejecucién.de la présehte

investigacién fueron los siguientes:

Tubos de ensayo

- Crisoles

- Pinzas metélicaé

- Embudos de vidfio

N Vasos precipitados de 1 L.
- Fiolas de 50 ml'y 100 ml

'~ Matraces Erlenmeyer de 2 I



Frascos de vidrio
Agitador

Probeta de 1|

- Micropipetas

‘Pipetas graduadés

Picetas
Papel filtro N°-40
Gradillas metélicas

Laminas porta y cubre objeto

- Guantes de cuero y de latex.

Mascarillas

3.2.2. Material biolégico

- Spyrogira .s'p.

3.2.3. Equipos y reactivos usados

Los equipos usados fueron:

- Microscopio binocular, marca ZEISS.

Elmer, modelo 5000.

Oximetro, marca HANNA, modelo HI 9146.

pH metro, marca SERENGO, modelo SG2.

Termémetro, marca BRIXCO, modelo Digital de Punzén. -
Balanza analitica, marca METTLER, mOdeId AE 163.

Estufa, marca MEMMERT, modelo ODH5 — 9240,
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Espectrofotometro de absorcion atémica, marca Perkin
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- Horno de muﬂa, marca WC Heraeus Hanau,. modelo KR-
170. |
- Cémara digital marca SONY.
- GPS marca Garmin modelo Etrex 10.
Los reactivos usados fﬁeroh: |
- Acido clorhidrico (37%).
- Reactivp solvente, acetato de plomo iaboratorios Merck.
- Disolvente, agué destila_da'.
3.3. vaetodoIogfa |
3.3.1. Identificacion microscoépica de lés algas dél genéro Sbyrogira
antes y después del tratafniento. .. |
Antes de la identificacidn microscépica se réali26 la recoleccién de
las algas de rhanéré manual, se recolecté 0.8 kg de biomasa de alga Spyrogira |
| sp, en pozas formadas por la desviacion estacional del rio Hu.allagav,v en la
ciﬁdad de bHuénuco, geog_réfibamente presenta ‘Ias' sigﬁientes ‘coordenadas
UTM: Norte 8895821, Este 364066. Ver ANEXO. |
Las muestras tomadas se colocaron en -fra_scos nuevos y esteériles
~ luego fueron traéladados al laboratorio de microbiologia de la UNAS, donde se
realizé la identificacion microscépica.y preservacion del material biolégico de
acuerdo a la métodologia adaptada dve GUPTA y RASTOGI (2005) y OSPINA
et al. (2006): | o |
- Se elimihé los sedimentos e impurezas de las muestras colectadas, ‘
lavandolas con égua destilada. |

- Selas seco en papel toalla absorbente.:
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- - Para la preservaciéon de Spyrogira sp. se le pfoporcioné al agua

dulce, caldo de macro y micro nutrientes en condiciones dé luz y
terhperaturé ambiente.

" La identificacion microscépiba tambiéni se realizd al' finalizar la
exposicién de las algas a las distintas concentracionés de plomo (50, 100, 150,
200 y 250 mg/l) para observar que cambios se habian presentado a
consecuehcia de la toxicidad. |

3.3.2. Déterminacién de Iaé concentracioﬁes de Pb en el ,rﬁe_dio
acuoso experimentalv |
Las soluciones de Pb (Il)bde diferentes concehtrabionés: 50, 100,
150, 200 y 25(5vppm, se obtuvieron a partir de la diluciéon de una solucion |
estandar (392 mg de acetato de plomo en un litro de égua destilada).
Se determiné la cantidad de acetato de plomo, (CH; COO), Pb, a
usar para .Ia'preparacién de la solucién estandar de la siguiente maneré:
(CHs COO), Pb — 2 (CHs COO)+ Pb*2
325.19 gr/mol — 207.19 gr/mol
X — - .0.250¢r
Por tanto la cantidad de acetato de plomo usada para la solucion
estandar de 250 ppm de Pb () fue:
X = 0.392gr de (CHz COO),Pb
Las concentraciones de Pb se determinaron a partir de la solucion
estandar de 250 ppm de Pb (dilucién de 0.392 gr de acetato de plomo en égua

destilada) de la siguiente manera:
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- Para determinaf una concentraciéon de 50 ppm a un volum_en de 700 fnl,
se utilizé un volumen de 140 ml de solucién estandar y se enraso conv_
560 mi dé agua destilada.

CiVe1 =GV,
(250)V¢q = (50)(700ml)
(392)V; = (78.4)(700ml)

| Ve1 =140 mi.

- Para determinar una concentracion de 100 ppm aun volumeﬁ dé 700 ml,
sé utilizé uﬁ volumen de 280 ml de solucion estandar y se enrasé con
420 ml de agua destilada. |
| | CiVez = CaVs

(250)V¢, = (100)(700ml)
(392)\/02 = (156.8)(700ml) -
Vo =280 ml |

- Paré determinar uné concentra‘cic’)nbde 150 ppm a un volumen .dev 700 ml,
se utilizé un volumen de 420 mi de solucién esténdaf y se enras6 con
280 ml de agua destilada.

CiVc3 =CsVs -

(2so)vC3 =(1 50}(_7_00r’n|)
(392)V3 = (235.2)(700mlj
'vvcs =420 ml |

- Para determinar una concentrécién de 200 ppm a un volurhen de 700 mi,

se utilizé un volumen de 560 ml de solucién estandar y se enras6 con

280 ml de agua destilada.
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_ C1Ves = C4V,
(250)V o4 = (200)(700ml)
(392)V¢4 = (31 3.6)(700m|)
Vg =560 mi
- Para determinar una concentracion de 250 ppm a un vqurﬁen de 700 ml, |
se utilizé un volumen de 700 ml| de solucion estandar.
CiVes = C5Vs
(250)Vgs = (250)(700ml)
(392)Ves = (392)(700ml)
Ves = 700 ml
3.3.3. Determinaf:ién de las concentraciones de Pb en la biomasa de
Spyrogira sp. antes y después del tratamiento
Para determinar la bioacumulacién de plomo, se reali‘zaron_.cuatro
repeticiones del experimento, realizandose el mes d.e junio, el primer anélisié y
el dltimo analisis en el rhes de setiembre.
Los tratamientos se prepararon de la siguiente forma:

Cuadro 2. Determinacion de los tratamientos.

Muestra ' - Spyrogira sp.. | Solucién metalica Concentracién de Pb
(gr) (ml) _(ppm) .
- Testigo 7 - 700 : o -
M1 7 700 50
M2 7 700 100
M3 7 700 ' 150
M4 7 700 200
M5 7

700 ' ' 250

~Fuente: Elaboracion propia.
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Después de héberse éumplido el tiempo de contacto estébl_ecido
(24 hbras) entre el metall y la biomasa algal,'ésta fue _retiréda para determinar la
| concentracién de metal acumulado de la siguiente manera:

a. Preparacioén de la muest_ra

Antes del anélisis. quimico, las muestras del tejido vegetal se
sometieron a una fase de preparacion ségﬁn SALINAS y GARCIA (1985):

- | Limpiezé de la muestra para.remover la contaminacioén superﬁciai.

- Secado de la muestra a 70_"C, para detener | las reacciones
enzimaticas qu puedan ocufrir en ella, a peso constante- péra
obtener un valor uniforme que sirva de base para referir los
reéultados analiticos.

b. Obtencién del extracto vegetal
Este extracto result6 de la digestion en seco de la muestra, método

propuesto por DIAZ y HUNTER (1982) y SALINAS vy GARCIA (1985). Se
describe a continuacion el proceso: | | |
| - Las muestras secas a peso constante (rotuladas en crisoles) fueron
llevadas a incinerér de seis a diez horas en una mufla 2 una
temperatura de 475 a 500 °C.

- Se dej6 enfriar las muestras en la mufla y después se colocaron en
un desecador. |

- Se retir6 las muestras del desecador y se hur'hedecieron vco'n agua
destilada.

- Luégo se agregd 2 ml de HCL concentrado y 2 ml 'de_agua

destilada.
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- Sellevoa evaporar muy Ientamente en uha plancha caliente.
- Se agregd 2 ml de HCL concentrado y 2 ml de agua destilada.
- Se llevé a evaporar muy lentamente en una plancha caliehte. -
- Finalmente se agregé 2 ml de HCL concentrado.
- Se llevo a evaporar muy lentamente en bafio de méria 0 en una
plancha ca’Iiente_. |
- Cuando se enfrié la capsula de porcelana, se_le afiadié6 10 ml de
agua destilada caliente y se frotaron sus pévred'es con un agitador
vde vidrio brqtegido eh un extremb con un tubo de goma. : |
- El contenido se filtr6 con un papel filtro Whatman N° 40
recogiéndolo en una fiola de 100 ml.
- Se enraso la disolucién con agua destilada, mezclandola bien
después. |
- Para determinar el Pb sé tomaron partes alicuotas de la solucién
preparada, se tomé 0.1 ml de mueétra y sé enrasé a 10 ml. |
- Las muestrés se analizaron :a' través del eépectrqfotémetro de
absorcién _atémic;a (Perkin Elmef 5000), los re's‘lelt‘ados se
registraron en mgl/l. | |
c. Determinacién de las concentra'ciones
Una vezbbdeterminavdas las conéentraciohes envpp’m se realiza.ron

los célculos que se presentan en el ANEXO.
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3.34. Deter’minacién.de la concentracion finales de plomo (ll) enel

medio acuoso experimenta_lk

Las concentraciones de plomo residuales en los medios acuosos

‘experimentales fueron determinadas al finalizar los tratamientos de acuerdo a

los métodos estandar, el equipo ,utilizado fue un espeqtfofotémetro de

absorcion atémica de flama (Perkin Eimer 5000) con limite minimo .de _

detebcién de 0.05 ppm bara plomo y con Uﬁa léngitud de onda de 283.3 nm,

método 7420 (MODHER et al., 2009) los resultados se registraron en mg/l..

3.3.5. Determinacion del_ grado de eficiencia en la bioacumulacién de
Pb por el alga Spyrogira sp.
Luego de haber determinado Ia_’s diférentes concentraciones :del '
metal pesado en las muestras, se calculo la eficiencia de bioacumulacién de
plomo mediante Ia Correlacién.porcentual entre la concentracion inicial y final

de Pb presente en cada una, segun la formula (MANE et al., 2012):

Eb = Ci- Cf 100
>“\Ta )X

Dénde:
- Eb: Eficiencia de bioacumulacion (%)
Ci: Concentracion inicial de Pb (mg)

Cf:' Concentracion final de Pb (mg)
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3.3.6. Registrar los datos de temperatura y pH antes y despﬁés de
los tratamientos | | | |
Lobban y Harrison (1994) y Wang_ yv Lewis (1997) citados por-
OSPINA et al. (2006).consideran que existen factores fisicos gue afectan el
rendimiento de acumulacién de metales, enfre los que se encuentran: la
temperatura y el pH razoén por la que se elaboré un registro de éstos. -
Parametros de control en el éxp‘erimento: B
- Tiempo de equilfbrio
Se registr6 el tiempo de contacto entre la biomasa y la solucién que
contuvo al iébn metalico, a fin de conocer el tiem.po de residencia neceSaria para
la maxima bioécumulacién del metal por Spyrogira sp.
- pH
Se utilizd un botenci()metrd o pH metro calibrado para la
determinacion del pH al final del experimento. | |
- Temperatura
La temperatura interna de operaciéon se medio al infCio y al final del
experimento con termdmetro digital.
3.4. Unidades y variables experimentables
3.4.1. Unidad experimental
| La unidad en estu‘diou fue el alga Spyrogiré sp. con capacidad de
bioacumular plomd; » |
3.4.2. Variable dependiente
La variable dependiente es:

- FEficiencia de bioacumulacién de plomo (EFPb).



3.4.3. Variables independientes

Las variables independientes son:

- Concentracion de plomo (C1, C2, C3, C4, C5) en mg/L.

3.5. Disefio estadistico

Se}utilizé un disefio de estimulo'créciente, mediante el cual se
realizaron comparaciones entre 5 diferentes concentraciones de plomo (C1: 50
mg/L, C2: 100 mg/L C3: 150 mg/L C4: 200 mg/L y C5: 250 m/L) con una

determinada ‘cantidad de biomasa (7000 mg) y en forma seriada (cuatro
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repeticiones). Evaluandose de tal manera la eficiencia de bioacumulacién

(EFI1) segun el siguiente esquema:

€1

EFPD

c2

EFPh

B1 |-

€3

EFPDH

Figura 7. Disefio estadistico.

Leyenda:

[B1]: biomasa;

- [C1]: 50 mg pb/L,

[C2]: 100 mg pbiL,

[C3]: 150 mg pbiL,

[CA4]: 200 mg pbiL,

[C5]: 250 mg pbiL,

[EF1]: Eficiencia de bioacumulacion.

c4

EFPD

cs5

EFPD
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Cuadro 3. Descripcion de los tratamientos en estudio.

Concentracion Cantidad de

Tratamiento de Pb (mg/L) biomasa (mg) Repeticiones
I 750 7000 4
T2 100 7000 4
™ 150 7000 4
Ta, . 200 | 7000 4
5 250 7000 4

Fuente: Elaboracién propia.

3.6. Analisis estadistico.
3.6.1. Analisis de varianza
Se distribuyeron Ias'. variables estadisticas de- acuerdo} al disefio
descriptivo para un modelb_éstadistico completamente al azar (DCA) con
cuatro repeticiones, utilizando el programa SPSS V15.0 en espaﬁol, paral‘un
nivel de significacion del 5%. | B

Cuadro 4. Analisis de Variancia (ANOVA)

Fuente de : o
variacion GL SC CM » Fc Slgnlf
Tratamientos t—1 , ST-e SCtrat/GlLtrat  CMtrat/CMe Fe>Ft
Error t(r-1)  SCT-SCtrat SCerror/GlLe

TOTAL _tr-1

Fuente: Elaboracidn propia.



44

3.6.2. Modelo Aditivo Lineal

Yik=p+ Bi+ €

Dénde:

Yik = Es la respuesta obtenida en la k - ésima observacién a la cual se

le aplica, el i-ésimo tratémie_nto al alga.
i = Efecto de la media general. |
| Bi=Esel efecto del i — ésimo tratamiento al alga.
| € = Es el efecto aleatorio del error experimental
Para:
i=1,2, 3 4 5tratamientos al alga.

k =1, 2, 3, 4 observaciones.

. 3.6.3. P_rueba HSD Tukey
Se'efnple() la Diferencia Francamente Significatiya de Tukey (HSD
Tukey) é fin dé determinar diferencias significativas de bioacumulacién de
 plomo entre media_é de tratamientos, paré un nivei de'sign,ificaci(’)n del 5%,

utilizando el programa SPSS V15.0 en espafiol.



IV. RESULTADOS
4.1. Identificar microscépicamente las algas del género Spyrogira antes
y después del tratamiento.
Las figuras mostradas a continuacién son algas del género
Spyrogira, éstas fueron identificadas microscépicamente en el Laboratorio de
Microbiologia de la UNAS.
Las algas identificadas son mucosas al tacto ademas poseen tres

cloroplastos parietales acintados con numerosos pirinoides

SO

" CLOROPLASTOS PARIETALES

Figura 8. Spyrogira sp.
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* PIRINOIDES |

© CLOROPLASTOS |
. PARIETALES ACINTADOS

' CLOROPLASTOS
PARIETALES

PIRINOIDES

Figura 10. Spyrogira sp. ; (1, 2 y 3) tres cloroplastos parietales acintados

provistos de numerosos pirinoides.
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Figura 11. Observacion microscopica de

exposicion.

Figura 12.Observacion microscépica de Spyrogira sp. después de la

exposicion.



48

. | B N ,-;,_ ‘_“____ .
Figura 13. Células de Spyrogira sp. carentes de cloroplastos parietales

definidos.

Figura 14. Células de Spyrogira sp. carentes de cloroplastos parietales

definidos.
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4.2. Determinacion de las concentraciones de Pb en la biomasa de
Spyrogira sp antes y después del tratamiento.
Las concentraciones de plomo en la biomasa antes de los cuatro
tratamientos se muestran en el Cuadro 5:

Cuadro 5. Concentraciones de Plomo determinadas en la biomasa de
Spyrogira sp. antes de los tratamientos.

Concentraciones de Pb (mg/l) determinadas en la biomasa inicial

Prueba 1 Prueba 2 Prueba 3 Prueba 4 Promedio

0 0 0 0 0

Fuente: Elaboracién propia.

El Cuadro 6 muestra las concentraciones de Pb determinadas en la
biomasa al finalizar las cuatro repeticiones. Se observa un aumento progresivo
de las concentraciones de iones plomo acumuladas por algas del généro
Spyrogira sp., la bioacumulacién aumenté con el tiempo de exposicién al metal
correspondiendo a los periodos mas cortos de exposicion los valores menores
de acumulacién y los maximos valores de acumulacién de plomo en los

ensayos se obtuvieron durante 24 horas de exposicion.
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Cuadro 6. Concentraciones de plomo determinadas en la biomasa de Spyrogira
sp. expuesta a concentraciones metalicas de plomo (50, 100, 150,

200 y 250 mgfl).
Tiempo Concentraciones Concentraciones de Pb (mg)
ppm mg Prueba 1 Prueba 2 Prueba 3 Prueba 4 Promedio
C1 50 35 10.50 14.30 12.30 11.16 12.06
C2 100 70 26.50 2410 24.90 25.00 25.13
::‘ C3 150 105 68.00 77.60 73.10 73.80 73.13
C4 200 140 83.90 87.85 84.25 82.10 84.53
C5 250 175 9840 10050 96.15 78.10 93.29
C1 50 35 11.00 8.80 16.50 16.10 13.10
c2 100 70 34.15 36.00 29.00 32.30 32.86
Z: C3 150 105 78.40 83.60 78.60 81.30 80.48
C4 200 140 9760 10280 9090 106.70  99.50
C5 250 176 12090 9085 10285 12280 109.35
C1 50 35 13.00 15.90 14.20 15.20 14.58
C2 100 70 43.50 48.90 50.10 51.10 48.40
;? C3 150 105 96.50 89.00 92.40 87.70 91.40
C4 200 140 113.10 109.00 11860 10420 111.23
C5 250 175 13220 129.10 13210 12720 130.15
C1 50 35 22.00 23.80 25.20 24.00 23.75
c2 100 70 62.00 60.45 61.00 56.00 59.86
T C3 150 105 97.10 98.40 99.10 98.00 98.15
12n C4 200 140 12790 116.00 115.00 129.30 122.05
Cs5 250 175 160.40 148.00 138.00 137.10 145.88
c1 50 35 19.50 24.90 22.00 19.30 21.43
C2 100 70 56.30 55.20 52.00 48.50 53.00
;fh C3 150 105 101.00 91.00 93.00 95.60 95.15

C4 200 140 128.70 11520 12060 13110 123.90
C5 250 175 15180 143.00 149.10 15210 149.03

Fuente: Elaboracién propia.
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4.3. Determinacion de las concentraciones finales de Pb en los medios .
acuosos después del tratamiento.

Los resultados de las concentraciones de plomo en los medios
acuosos residuales del tratamiento se muestran en el Cuadro 7, donde se
observa que las concentraciones residuales aumentan en proporcién a las
concentraciones iniciales determinadas.

Cuadro 7. Concentraciones de plomo determinadas en los medios acuosos
después del tratamiento a 24 horas de exposicion en
concentraciones de plomo de 50, 100, 150, 200 y 250 mg/l.

Concentraciones residuales de Pb (mg)

Concentracion Prueba1 Prueba2 Prueba3 Prueba4
C1 50 35 3.10 3.40 4.50 3.90
C2 100 70 7.40 7.80 7.60 8.30
C3 160 105 18.20 21.00 17.30 18.60
C4 200 140 27.30 29.20 28.10 28.70
C5 250 175 34.10 35.40 32.80 33.50

Fuente: Elaboracién propia.

4.4. Determinaciéon del grado de eficiencia en la bioacumulacién de Pb
por el alga Spyrogira sp.

Los resultados de la relacién porcentual de la acumulacion del
metal en las algas con respecto a ia concentracién inicial de exposicion,
revelaron que en general a menores concentraciones del metal se alcanzaron
mayores porcentajes de eficiencia de acumulacion en el alga Cuadro 8. El
mayor porcentaje de eficiencia de acumulacién de plomo en Spyrogira sp se
alcanz6 en los tratamientos con 160 ppm, las algas expuestas a las cinco
diferentes concentraciones de metal presentaron una rapida absorcién durante
las 12 primeras horas de exposicién, seguida por una absorcién mas lenta. En

el Cuadro 8 se muestra los resultados del porcentaje de eficiencia de
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bioacumulacién de plomo obtenido en cada una de las cuatro pruebas
realizadas, también se detalla el promedio de porcentajes de eficiencia.

Cuadro 8. Porcentaje de eficiencia de bioacumulacion promedio de plomo en
Spyrogira sp. en diferentes tiempos de exposicién y a diferentes
concentraciones de plomo 50, 100, 150, 200 y 250 (mg/l).

Tiempo Concentraciones Eficiencia de Bioacumulacién de Pb (%)
ppm mg Prueba1 Prueba2 Prueba 3 Prueba4 Promedio
C1 50 35 30.00 40.86 35.14 31.86 34.46
- Cc2 100 70 37.86 34.43 35.57 35.71 35.89
1h C3 160 105 64.76 73.90 69.62 70.29 69.64
C4 200 140 59.93 62.75 60.18 58.64 60.38
C5 250 175 56.23 57.43 54.94 44 63 53.31
C1 50 35 3143 25.14 47.14 46.00 37.43
c2 100 70 48.79 51.43 41.43 46.14 46.95
Z C3 150 105 74.67 79.62 74 .86 77.43 76.64
Cc4 200 140 69.71 73.43 64.93 76.21 71.07
C5 250 175 69.09 51.91 58.77 70.17 62.49
C1 50 35 37.14 4543 40.57 43.43 41.64
C2 100 70 62.14 69.86 71.57 73.00 69.14
73 C3 150 105 91.90 84.76 88.00 83.52 87.05
oh C4 200 140 80.79 77.86 84.71 74.43 79.45
Cs 250 175 75.54 73.77 75.49 72.69 74.37
C1 50 35 62.86 68.00 72.00 68.57 67.86
C2 100 70 88.57 86.36 87.14 80.00 85.52
1T24h C3 160 105 92.48 93.71 94.38 93.33 93.47
Cc4 200 140 91.36 82.86 92.36 93.43 90.00
C5 250 175 91.66 84.57 78.86 78.34 83.36
C1 50 35 55.71 71.14 62.86 55.14 61.21
c2 100 70 80.43 78.86 74.29 69.29 75.71
21;5h C3 150 105 94.19 86.67 88.57 91.05 90.62

C4 200 140 91.93 82.29 86.14 93.64 88.50

C5 250 175 86.80 81.71 85.20 86.91 85.16

Fuente: Elaboracién propia.
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4.5. Analisis estadistico

Los analisis estadisticos se realizaron mediante la aplicacién del
programa SPSS V15 en espafiol, para determinar si existen diferencias
estadisticamente significativas entre las medias de los efectos de los
tratamientos y la prueba de Tukey para determinar en cuales de los
tratamientos se han producido las diferencias. Obteniendo los resultados de
acuerdo a los tiempos de exposicién:

Tiempo 1

El analisis de varianza para los promedios de eficiencia de
bioacumulacién de Pb encontrados luego de una hora de tiempo de contacto
(Cuadro 9), muestra que existe significancia estadistica entre los tratamientos a
distintas concentraciones de plomo, con valores de significancia menores que
0.05, con un 95% de nivel de confianza.

Cuadro 9. ANOVA. Eficiencia de Bioacumulacién de Plomo.

Suma de Media .
cuadrados Gl cuadrética F Sig..
Inter-grupos 3768.214 4 942.054 61.708 .000
Intra-grupos 228.993 15 15.266
Total 3997.207 19

Fuente: Elaboracién propia.
Al existir significancia estadistica entre tratamientos, se determiné

mediante la prueba HSD de Tukey que la comparacién de la influencia de las
distintas concentraciones de plomo sobre la eficiencia de bioacumulacién fue
heterogénea: las concentraciones de 50 ppm y 100 ppm tienen efectos
diferentes respecto a concentraciones de 150, 200 y 250 ppm; las
concentraciones de 200 ppm y 250 ppm tienen efectos diferentes respecto a

concentraciones de 50, 100 y 150 ppm; mientras que la concentracion de 150
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ppm tiene efectos distintos y mayores de bioacumulacién respecto a las demas
concentraciones (Cuadro 10 y Figura 15).

Cuadro 10. HSD de Tukey. Eficiencia de Bioacumulacién de Plomo.

Concentraciones N Subconjunto para alfa = .05

mg/l 2 3 1
50.00 4 34.4650

100.00 4 35.8925

250.00 4 53.3075

200.00 4 60.3750

150.00 4 69.6425
Sig. .984 129 1.000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
Usa el tamafio muestral de la media arménica = 4.000.
Fuente: Efaboracién propia

70,00

2
8
i

o
8
1

40,001

Media de Eficiencia_bloacumulacién

T T * T
50.00 100.00 150.00 200.00 250.00
Concentraciones_mg

Figura 15. Gréfico de las medias.
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Tiempo 2
El analisis de varianza para los promedios de eficiencia de
bioacumulacién de plomo encontrado luego de dos horas de tiempo de
contacto (Cuadro 11), muestra que existe significancia estadistica entre los
tratamientos a distintas concentraciones de plomo, con valores de significancia
menores que 0.05, con un 95% de nivel de confianza.

Cuadro 11. ANOVA. Eficiencia de Bioacumulacion de Plomo.

Suma de Media .
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 4319.102 4 1079.776 22.317 .000
Intra-grupos 725.765 15 48.384
Total 5044.867 19

Fuente: Elaboracion propia

Mediante la prueba HSD de Tukey se determin6 que la influencia
de las distintas concentraciones de plomo sobre la eficiencia de
bioacumulacion fue heterogénea (Cuadro 12 y Figura 16), por tanto hay un
riesgo de 5% al decir que hay diferencias significativas en la eficiencia de
bioacumulacién de plomo entre las concentraciones de 50 ppm y 150 ppm y al
decir que no hay diferencias significativas de eficiencia en concentraciones de
250, 200 y 150 ppm, existiendo mayor eficiencia a concentracién de 150 ppm.

Cuadro 12. HSD de Tukey. Eficiencia de Bioacumuiacién de Plomo.

Concentraciones Subconjunto para alfa = .05

mg/i N 2 1
50.00 4 37.4275
100.00 4 46.9475
250.00 4 62.4850
200.00 4 71.0700
150.00 4 76.6450
Sig. 342 073

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a Usa el tamafio muestral de la media arménica = 4.000.

Fuente: Elaboracién propia
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Figura 16. Grafico de medias.

Tiempo 3
El andlisis de varianza para los promedios de eficiencia de
bioacumulacién de plomo encontrado luego de seis horas de tiempo de
contacto (Cuadro 13), muestra que existe significancia estadistica entre los
tratamientos a distintas concentraciones de plomo, con valores de significancia
menores que 0.05, con un 95% de nivel de confianza.

Cuadro 13. ANOVA. Eficiencia de Bioacumulacién de Plomo.

Suma de | Media F Si
cuadrados g cuadrética 9.
Inter-grupos 4812.979 4 1203.245 84.177 .000
Intra-grupos 214.413 15 14.294
Total 5027.392 19

Fuente: Elaboracién propia

La prueba HSD de Tukey determiné que la influencia de las
distintas concentraciones de plomo sobre la eficiencia de bioacumulacién fue

heterogénea: la concentracion de 50 ppm tiene efectos diferentes respecto a
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concentraciones de 100, 150, 200 y 250 ppm; la de 100 ppm tiene efectos
diferentes respecto a concentraciones de 50, 150 y 200 ppm; la de 200 ppm
tiene efectos diferentes respecto a concentraciones de 50, 100 y 250 ppm; la
de 250 ppm tiene efectos diferentes respecto a concentraciones de 50, 100 y
150 ppm, mientras que la de 150 ppm tiene efectos mayores de
bioacumulacién respecto a las otras concentraciones (Cuadro 14 y Figura 17).

Cuadro 14. HSD de Tukey. Eficiencia de Bioacumulacién de Plomo.

Concentraciones Subconjunto para alfa = .05
mg/mi N 2 3 4 1
50.00 4 41.6425
100.00 4 69.1425
250.00 4 74.3725 74.3725
200.00 4 79.4475 79.4475
150.00 4 87.0450

Sig. 1.000 .332 .359 .079

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a Usa el tamafio muestral de la media arménica = 4.000.
Fuente: Elaboracién propia

90,00

8
3

3
8
]

Madla de Eficiencla_bioacumulacién

T T T T L
50.00 100.00 150.00 200.00 250.00

Concentraciones_mg

Figura 17. Gréfico de las medias.
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Tiempo 4
El analisis de varianza para los promedios de eficiencia de
bioacumulacién de plomo encontrado luego de 12 horas de tiempo de contacto
(Cuadro 15), muestra que existe significancia estadistica entre los tratamientos
a distintas concentraciones de plomo, con valores de significancia menores de
0.05, a un 95% de nivel de confianza.

Cuadro 15. ANOVA. Eficiencia de Bioacumulacion de Plomo.

Suma de Media

cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 1447.276 4 1447.276 18.598 .000
Intra-grupos 291.825 15 291.825
Total 1739.100 19

Fuente: Elaboracién propia

La prueba HSD de Tukey determiné que la influencia de las
distintas concentraciones de plomo sobre la eficiencia de bioacumulacion fue
heterogénea: la concentracién de 50 ppm tiene efectos diferentes respecto a
concentraciones de 100, 150, 200 y 250 ppm; la de 100 ppm tiene efectos
diferentes respecto a concentraciones de 50 y 150 ppm; la de 250 ppm tiene
efectos diferentes respecto a concentraciones de 50 y 150 ppm; mientras que
la de 150 ppm tiene efectos mayores de bioacumulacion respecto a las demas
concentraciones(Cuadro 16 y Figura 18).

Cuadro 16. HSD de Tukey. Eficiencia de Bioacumulacién de Plomo.

Subconjunto para alfa = .05

Concentraciones N 2 3 1
50.00 4 67.8575
250.00 4 83.3575
100.00 4 85.5175 85.5175
200.00 4 87.1800 87.1800
150.00 4 93.4750
Sig. 1.000 737 131

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a Usa el tamafio muestral de la media arménica = 4.000
Fuente: Elaboracién propia.
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Figura 18. Grafico de las medias.

Tiempo 5

El analisis de varianza para los promedios de eficiencia de
bioacumulacién de plomo encontrado luego de 24 horas de tiempo de contacto
(Cuadro 17), muestra que existe significancia estadistica entre los tratamientos
a distintas concentraciones de plomo, con valores de significancia menores que
0.05, con un 95% de nivel de confianza.

Cuadro 17. ANOVA. Eficiencia de Bioacumulaciénvde Plomo.

Suma de Media

cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 2330.512 4 582.628 22.134 .000
Intra-grupos 394.845 15 26.323
Total 2725.357 19

Fuente: Elaboracién propia

La Prueba HSD de Tukey determind que la comparacién de
influencia de las distintas concentraciones de plomo sobre la eficiencia de

bioacumulacién fue heterogénea: la concentracién de 50 ppm tiene efectos
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diferentes respecto a concentraciones de 100, 150, 200 y 250 ppm; la
concentracion de 100 ppm tiene efectos diferentes respecto a concentraciones
de 50, 150 y 200 ppm; las concentraciones de 250, 200 y 150 ppm tienen
efectos diferentes respecto a concentraciones de 50 y 100 ppm; siendo la
concentracion de 150 ppm la que tiene efectos mayores de bioacumulacién
respecto a las otras concentraciones (Cuadro 18 y Figura 19).

Cuadro 18. HSD de Tukey. Eficiencia de Bioacumulacién de Plomo.

Subconjunto para alfa = .05

Concentraciones_mg N > 3 3
50.00 4 61.2125
100.00 4 75.7175
250.00 4 85.1550 85.1550
200.00 4 88.5000
150.00 4 90.6200
Sig. 1.000 120 574

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a Usa el tamafio muestral de la media aménica = 4.000
Fuente: Elaboracién propia.
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Figura 19. Gréfico de las medias.
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4.6. Registrar los datos de temperatura y pH antes y después de los
tratamientos.
- Temperatura
El cuadro 19 muestra el registro del promedio de las temperaturas
tomadas en los medios liquidos de cada tratamiento, al inicio del experimento y
al final del mismo, notandose que la temperatura final es mayor que la
temperatura inicial del experimento y disminuyen a medida que aumenta la
concentracion del ion metalico en el medio.

Cuadro 19. Registro de variaciéon de temperaturas.

Tiempo Concentracién Vagacuén d.e T
(horas) — romedio e
ppm mg_ T° Inicial T° Final
C1 50 35 24.48 2578
T C2 100 70 24.20 25.55
(1 h) C3 150 105 24.00 24.70
C4 200 140 23.80 24.50
C5 250 175 23.55 24.30
C1 50 35 24.48 25.53
™ C2 100 70 24.20 25.08
2 h) C3 150 105 24.00 24.75
C4 200 140 23.80 24.68
C5 250 175 23.55 24.50
C1 50 35 24.48 25.43
T3 C2 100 70 24.20 25.13
(6 h) C3 150 105 24.00 24.98
C4 200 140 23.80 24.83
C5 250 175 23.55 24.85
C1 50 35 24 .48 25.15
T4 C2 100 70 24.20 24.90
(12 h) C3 150 105 24.00 24.90
C4 200 140 23.80 24.83
C5 250 175 23.55 24.68
C1 50 35 24.48 25.03
T5 Cc2 100 70 24.20 24.83
(24 h) C3 150 105 24.00 24.78
C4 200 140 23.80 24.65
C5 250 175 23.55 24.53
Control 25.03 25.38

Fuente: Elaboracién propia
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Figura 20. Disminucion de la temperatura a medida que aumenta la
concentracion del ion metalico en el medio.

- pH

El Cuadro 20 muestra el registro promedio de pH inicial y final
tomados a los medios liquidos de los tratamientos durante las cuatro
repeticiones, notandose una disminucién de pH al final del experimento el
mismo que disminuye seguin aumenta la concentraciéon del ion metalico en el

medio.



Cuadro 20. Registro de variacion del pH.

Tiempo Concentracién de Pb Variacién d.e pH
(horas) Promedio
ppm mg pH Inicial pH Final
C1 50 35 7.63 743
c2 100 70 7.40 7.25
T1
(1h) C3 150 105 7.09 6.81
C4 200 140 6.67 6.50
C5 250 175 6.22 6.13
C1 50 35 7.63 7.48
T2 Cc2 100 70 7.40 7.24
@ h) C3 150 105 7.09 7.07
C4 200 140 6.67 6.64
C5 250 175 6.22 6.19
C1 50 35 7.63 7.33
3 C2 100 70 7.40 7.24
(6 h) C3 150 105 7.09 6.93
C4 200 140 6.67 6.56
C5 250 175 6.22 6.10
C1 50 35 7.63 7.03
T4 C2 100 70 740 7.05
(12 h) C3 150 105 7.09 6.86
C4 200 140 6.67 6.47
C5 250 175 6.22 6.17
C1 50 35 7.63 7.26
T5 C2 100 70 7.40  7.08
(24 h) C3 150 105 7.09 6.96
C4 200 140 6.67 6.57
C5 250 175 6.22 5.96
Control 7.21 7.10

Fuente: Elaboracién propia
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Figura 21. Variacién del pH inversamente proporcional a las concentraciones
de iones de Pb ().



V. DISCUSION
5.1. Identificar microscépicamente las algas del género Spyrogira antes
y después del tratamiento.

Las algas recolectadas e identificadas fueron del género Spyrogira
sp., de consistencia mucosa al tacto, con células provistas de tres cloroplastos
parietales acintados con numerosos pirinoides, las caracteristicas descritas
concuerdan con las dadas por STELL y TORRIE (1989) en relacién a |é
descripcion del género Spyrogira sp.

De acuerdo con Redd y Gadd (1989), citados por PENA et al.
(2005) y lo observado en las figuras 9, 10, 11,12 se afirma que la toxicidad del
plomo causé efectos negativos en las células de Spyrogira sp., pues se
observaron cambios en el volumen celular debido al incremento irreversible de
la permeabilidad de la membrana plasmatica que condujo a la pérdida de
solutos en la célula; desarrollo morfolégico anormal y cambios ultra
estructurales (alteraciones celulares) y la degradacion de pigmentos
fotosintéticos. Esta toxicidad se debe al estrés oxidativo que causan los
metales (Pilon, 2002, citado por PENA et al., 2005), donde las especie quimica
oxidante, el plomo, rebasé la capacidad de producciéon o la actividad de

especies antioxidantes.
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5.2. Determinacién de las concentraciones de Pb en la biomasa de
Spyrogira sp. antes y después del tratamiento.

El alga de género Spyrogira sp., logré absorber diferentes
concentraciones de iones de Pb*? y de acuerdo con YAQUB et al. (2012), la
acumulacién se vio favorecida por la naturaleza bioguimica de la pared celular
de las algas pues posee muchos grupos funcionales electronegativos, tales

“como grupos hidroxilo (OH), fosforilo (PO305), amina (NH,), carboxilo (COOH),
sulfhidrilo (SH), etc, que actuaron como sitios de atraccion de metales
acumulandose en las células del alga. Ademas NAVARRO et al. (2007) indica
que los metales pesados tienen gran afinidad por estos grupos, por lo tanto el
resultado de estas uniones es muy perjudicial para las células de Spyrogira sp.
pues provocan en ella estrés oxidativo generando dafios a nivel celular.

Ante esto las algas como mecanismo de defensa han desarrollado
la capacidad de acumular metales pesados y basicamente se debe a que estas
son capaces de generar una cantidad suficiente de fitoquelatinas (MONTORO,
2009) cuya sintesis se activa por exposiciéon a iones metalicos las que segun
(CASTILLO y ROLDAN, 2005) intervienen en el confinamiento vacuolar de los
metales pesados, acumulandose estos complejos metalicos en las vacuolas

En el Cuadro 5 se observ6 que la capacidad de bioacumulaciéon de
plomo en las células de Spyrogira sp., aumenta conforme aumentd la
concentracién del medio al que estuvo expuesto, este comportamiento es
justificado por Baker (2000); Levine (1984); Seeliger (1977) y Wilcox et al.
(1998), citados por OSPINA ef al. (2006) pues afirman que la acumulacién de

metales en especies de macro y micro algas se da en funcion a la
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disponibilidad de los contaminantes. Por otro lado Yan y Pan (2002), citados
por MANE y BHOSLE (2012) indican también que la acumulacién de iones
metalicos depende de la concentracién de iones metalicos en la solucion; por
tanto el comportamiento que mostraron las algas Spyrogira sp., fue el esperado
respecto al proceso de bioacumulacion pues mientras aumentaron las
concentracionés, dadas a los tratamientos, aumento el proceso
bioacumulacion.

5.3. Determinacién de las concentraciones finales de Pb en los medios

acuosos después del tratamiento.

En el Cuadro 7 se pudo observar que a concentraciones mayores
de plomo, 200 y 250 mg/l, existe mayor concentracién de plomo residual debido
a que a estas concentraciones hubo menor eficiencia de bioacumulacion;
mientras que a menores concentraciones de plomo, 50, 100 y 150 mg/l, se
registr6 menores concentraciones residuales de plomo pues hubo mayor
eficiencia a estos niveles de concentracién de acuerdo a lo mencionado por
Wang y Lewis (1997), citados por OSPINA et al. (2006) que afirman que la tasa
de acumulacion en el alga decrece con el incremento de la concentracion del
metal.

5.4. Determinacion del grado de eficiencia en la bioacumulacién de Pb
por el alga Spyrogira sp.

El Cuadro 8, muestra que la eficiencia de bioacumulaciéon no es
proporcional al aumento de las concentraciones lo cual se debe segun
CASTILLO y ROLDAN (2005) a que la eficiencia aumenta con la concentracion

del metal hasta alcanzar una saturacion.
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Ademas la bioacumulacién de iones de Pb*? fue eficiente en la
etapa inicial del tiempo de contacto con las diferentes concentraciones de
plomo, logrando su mayor eficiencia en concentraciones de 150 ppm, en
concentraciones mayores (200 ppm y 250 ppm) la eficiencia de bioacumulacién
disminuyo; lo cual segun Chong ef al. (2000) y Sanchez et al. (2001), citados
por OSPINA et al. (2006), sucedié porque la acumulacion de metales pesados
se llevd a cabo en dos fases: la fase activa de acumulacién, corresponde a la
etapa inicial y es la fase rapida del proceso, se da cuando los metales son
absorbidos a la superficie del alga por atraccion electrostatica a los sitios
cargados negativamente y la fase pasiva, que es mucho mas lenta, donde los
iones metalicos son transportados a través de la membrana celular y dentro de
los organelos intracelulares. Es decir la eficiencia de bioacumulacién disminuy6
debido a que después del tiempo de equilibrio el proceso de bicacumulacién se
dio de manera mas lenta, pues el alga se satur6 de iones de plomo de manera
rapida debido a que durante la etapa inicial existian superficies disponibles
cargadas negativamente en las paredes celulares de Spyrogira sp., las cuales
por atraccion electrostatica retuvieron a los cationes metalicos de plomo y en la
fase pasiva la incorporacion de plomo se realiz6 con participacion de
polisacaridos cargados en la pared celular y en la matriz intracelular
La eficiencia maxima de bioacumulacién se registr6 en las primeras
12 horas, seguido por una tasa relativamente lenta hasta las 24 horas pues a
pesar de haber 12 horas de diferencia la eficiencia de absorcién de iones
metalicos no fue significativa, por tanto a las 12 horas del tiempo de contacto

entre la biomasa y las concentraciones, se logré el tiempo de equilibrio, debido
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a que los sitios de unién de metales en la biomasa después de este tiempo se
saturaron.
5.5. Registrar los datos de temperatura y pH antes y después de los
tratamientos
El rendimiento de bioacumulacion también se vio disminuido segun
Yan y Pan (2002), citados por MANE y BHOSLE (2012) por los efectos toxicos
generados por exceso de altas concentraciones y también por los factores
externos (temperatura y pH) que afectaron el metabolismo celular de las
Spyrogira sp.
Respecto al pH, Gabriel (1982) y Volesky (1987), citados por
MODHER et al. (2009) afirman que la absorcién de los metales por la biomasa
esta controlada por la atraccién i6nica por lo que a valores bajos, la superficie
de la célula se carga positivamente, reduciendo la atraccién entre los iones
metélicos y los grupos funcionales de la pared celular, en contraste, cuando el
pH aumento la superficie de la célula se cargdé negativamente y el proceso de
retencién se vié favorecido, de acuerdo a los registros del Cuadro 20 se
observé un descenso del pH inicial respecto al pH final y acuerdo a la ecuacion
de relacion de la Figura 20 se observa que la concentracién influye en la
disminucion del pH por lo cual existe una variacion de pH inversamente
proporcional a las concentraciones de iones de Pb (Il) lo cual explica la
ineficiencia de bioacumulacién de iones de Pb (ll) en las soluciones con
mayores concentraciones de plomo pues el tener valores de pH menores que
las demas concentraciones contribuye a la disminucién de eficiencia de

bioacumulacién, como lo indica Romera et al. (2006), citados por YAQUB et al.
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(2012) quienes sostienen que el aumento de la capacidad de biosorcién es
atribuido al aumento del pH pues las superficies de las células se cargan de
manera negativa y el proceso de retencion se ve favorecido; por tanto el pH de
la solucion desempefia un papel importante en el proceso de absorcion,
ademas como indica CASTILLO y ROLDAN (2005), la influencia del pH se
debe al efecto sobre la solubilidad del metal, la estructura del absorbente y el
estado del grupo que liga el metal.

Finalmente en cuanto a los valores de temperatura registrados en
el Cuadro 19 y presentados en la Figura 19, se aprecia el aumento de
temperatura en los medios de tratamiento al finalizar los experimentos y de
acuerdo a la ecuacion de las curvas de la Figura 19 las concentraciones de
plomo en el medio influyen en la disminucién de la temperatura a medida que
éstas aumentan, a su vez la temperatura influy6é en la bioacumulacioén de plomo
en Spyrogira sp. pues aumenté la velocidad de difusion de las moléculas de
plomo a través de las capas externas de la pared celular del alga
incrementando asi la reaccién de absorcién de plomo, ademas CASTILLO y
ROLDAN (2005), indican que la eficiencia de bioacumulacién es maxima entre
5y 40 °C, rango de temperatura en el que se dieron los tratamientos, las

temperaturas registradas en ésta investigacion oscilaron entre 23.55 y 25.78°C.



Vi. CONCLUSION
Se logré identificar microscépicamente el alga de género
Spirogyra sp, mucosas al tacto; antes de la exposicién a las concentraciones
de plomo mostraron tres cloroplastos parietales acintados con numerosos
pirinoides, después de la exposicion se observé la degradacion del pigmento
fotosintético y los organelos celulares mostraron cambios morfolégicos

anormales debido la toxicidad del plomo.

El analisis espectrofotométrico réalizado al material biol6gico
experimental antes de su exposicion a las diferentes concentraciones de plomo
(50, 100, 150, 200, 250 ppm) evidencié la ausencia de dicho metal pesado,
mientras que después de haber sido expuestas se determiné la presencia de
iones de plomo acumulados en el género Spyrogira sp.; concentraciones que
oscilan entre 8.80 y 160.40 mg de plomo, acumulacion que fue progresiva

conforme aumento la concentracion en el medio.

Al culminar el tiempo de contacto de veinticuatro horas entre la
biomasa experimental y las diferentes concentraciones de plomo, se determiné
las concentraciones finales de los medios acuosos residuales mediante el

andlisis espectrofotométrico, registrandose valores que oscilan entre 3.10 mg y
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35.40 mg de plomo residual lo cual significa que el alga al saturarse del metal

dejé de acumular éstas cantidades residuales.

El aumento de las concentraciones de plomo en el medio influencié
en la disminucion progresiva del pH y la temperatura, ademas estos dos
factores fisicos influyeron en la eficiencia de bioacumulacién pues cuando el pH
y la temperatura aumentaron, el proceso de acumulacion del metal en las

células del alga se vio favorecido.

La evaluacién del proceso de bioacumulacién de iones de Pb (ll)
usando Spyrogira sp. permiti6 determinar la eficiencia de bioacumulacién de
Pb(ll) por el alga a escala de laboratorio, donde la maxima eficiencia alcanzada
fue de 94.38 % que se obtuvo a pH de 6.86, a temperatura de 24.90 °C, a un
tiempo de contacto de 12 horas y a una concentracion de 99.10 mg, siendo 105
mg (150ppm) ia dosis inicial aplicada para lograr ésta acumulacién; pudiéndose
afirmar que el género Spirogyra sp. puede ser empleado como acumulador de

plomo en el tratamiento de aguas residuales de lixiviados mineros.



Vil. RECOMENDACIONES

Implementar de equipos modernos a los laboratorios del
Departamento de Ciencias Ambientales, de esta manera no se limitara el
proceso de investigacion para los tesistas y se podrd innovar temas de

investigacién

Realizar estudios de investigacion respecto a factores externos
como temperatura, pH, luz, salinidad que puedan influir sobre la respuesta de

eficiencia de bioacumulacién en Spyrogira sp.

Evaluar la eficiencia de bioacumulacién de otros metales pesados

utilizando muestras de aguas de lixiviados mineros o de efluentes industriales.

Para el manejo de un sistema de tratamiento de aguas residuales
de lixiviados mineros con algas de este género, el disefio debera tener en
cuenta el tiempo de vida del alga asi como el nivel de concentraciéon promedio
de plomo con el que se vaya a tratar, en caso que la concentracién de plomo
estuviera a concentraciones menores a 150 mg/l se podran obtener mejores

porcentajes de eficiencia de acumulacion a un tiempo de contacto de 12 horas.



ABSTRACT

This study evaluated the efficiency of lead bioaccumulation by the
alga Spyrogira sp. in laboratory scale at the Universidad Nacional Agraria de la
Seiva (UNAS). Alga specimens were exposed to different concentrations of 50,
100, 150 and 250 mg/l of lead in a period of 24 hours. Final metal
concentrations were determined by atomic absorption spectrophotometry. The
highest metal accumulation rates were found at an initial concentration of 150
mg/l, lead accumulation in the alga showed a linear pattern that was increased
with exposure to concentration and time. The results allow concluding that alga
from genus Spyrogira sp. have efficient lead accumulation capacity, which is
found as a function of the initial metal concentration in the environment and de
exposure time, registering its highest capacity of accumulation and efficiency at
a concentration of 99.10 mg and 12 hours of contact time, being 150 ppm (105
mg) the initial dose used, with 94,85% of bioaccumuiation efficiency. Therefore,
is possible to state that the genus Spyrogyra sp. could be used as an

accumulator for sewage treatment.
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b. Determinaciéon de las concentraciones
Una vez determinada las concentraciones en ppm se realizaron los

siguientes calculos. Ejemplo para una lectura cuyo resultado fue de 1.05 ppm:

10
FD= ;=100

1°. Se muitiplicé por el factor de dilucién.

1.05 ppm x 100 = 105 ppm
2° Caélculo de mg de Pb en 0.5 g de alga

105mg --—------ 1000 mi
X =mmmmmmam 100 ml
_ 105 mg x 100-mi
X= 7000l = 10.5mg

3° Célculo de mg de Pb en la solucién de 50 ppm

50 mg-------—- 1000 ml
X memmemnee 700 mi
50 mg x 760-mi
1000-mi
x= 35mg

Entonces 0.5 g de alga seca bioacumul6é 10.5 mgde Pb y el
24.5 mg restante quedd en la solucion final.

4° Calculo de la eficiencia

mg Pb en la sol. de
tratamiento inicial - mg Pb en la sol. de

= tratamiento final 0
E mg Pb en la sol. de tratamiento inicial | 100%

35 mg-24.5m
E=( mg g

0,
35 mg ) * 100%

E= 30%



Apéndice 2. Cuadros

Cuadro 21. Descripcién de los tratamientos en estudio.
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Tiempo Concentracion de Pb Cantidad de .
Tratamiento Repeticiones
(hora) ppm mg biomasa (mg)

T1 1 50 35 7000 3
T2 2 50 35 7000 3
T3 6 50 35 7000 3
T4 12 50 35 7000 3
15 24 50 35 7000 3
T6 1 100 70 7000 3
T7 2 100 70 7000 3
T8 6 100 70 7000 3
T9 12 100 70 7000 3
T10 24 100 70 7000 3
T11 1 150 105 7000 3
T12 2 150 105 7000 3
T13 6 150 105 7000 3
T14 12 150 105 7000 3
T15 24 150 105 7000 3
T16 1 200 140 7000 3
T17 2 200 140 7000 3
T18 6 200 140 7000 3
T19 12 200 140 7000 3
T20 24 200 140 7000 3
T21 1 250 175 7000 3
T22 2 250 175 7000 3
T23 6 250 175 7000 3
T24 12 250 175 7000 3
T25 24 250 175 7000 3




Apéndice 3. Galeria de fotos

L. .

Figura 23. Muestras de Spyrogira sp.
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Figura 25. Preservacion de las Spyrogira sp. en el laboratorio.
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Figura

26. Pesado de las

muestras de Spyrogira sp. para realizar los
bioensayos.
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Figura 27. Pesado del acetato de plomo a utilizar para preparar las

concentraciones de los bioensayos.
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Figura 28. Soluciones de diferentes concentraciones de acetato de plomo listas

para iniciar los bioensayos.

Figura 29. Preparacion de las concentraciones mediante dilucion de solucion

estandar.



Figura 31. Registro de temperaturas iniciales de las muestras..
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Figura 33. Registro del pH de las muestras.
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Figura 34. Secado de las muestras en estudio.

Jal

Figura 35. Calcinacion de las muestras en la mufla.
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Figura 36.

Figura 37. Muestras en forma de ceniza listas para preparar los extractos.
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Figura 39. Adicién de 2 mL de acido clorhidrico.
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Figura 40. Digestion de las muestras en una plancha caliente:
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Figura 41. Muestras listas para el proceso de filtrado.
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Figura 42. Muestras listas en los tubos de ensayo para determinacién de

plomo.

R AL RS . S

Figura 43. Muestras listas para realizar la determinacion de plomo en el

espectrofotémetro de absorcién atébmica



GLOSARIO

Adsorcién: adherencia de las moléculas en [a superficie de contacto.

Analito: sustancia contenida en la muestra sometida a analisis.

Amida: es un compuesto organico que consiste en una amina unida a un grupo
acilo convirtiéndose en una amina acida (o amida). Por esto su grupo funcional

es del tipo RCONH", siendo CO un carbonilo.

Aminoacido: es una molécula que contiene un grupo carboxilo (-COQO) y un

grupo amino (-NHj;) libres.

Bioensayo: cuantificacion del efecto de un factor determinado sobre un

organismo; el factor puede ser, por ejemplo, una sustancia téxica

Bioacumulacién: acumulacion de determinadas sustancias quimicas en
tejidos de organismos vivos de manera directa o a través de la cadena
alimenticia, alcanzando concentraciones mayores que en el ambiente al que

esta expuesto.

Biomagnificaciéon: aumento en la bioacumulacién de una sustancia a lo largo

de la cadena tréfica.

Biomasa: materia organica producida por las plantas y otros productores

fotosintéticos.
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Biosorcion: describe la eliminacion de metales pesados por la unién pasiva a
biomasa no viva a partir de soluciones acuosas; el mecanismo de remocioén no

“esta controlado por el metabolismo.

Concentracion: proporcibn de contaminante presente en un medio
'generalmente expresado en unidades de masa como micro 0 nanogramos

fraccionando a una unidad de masa mayor como gramos o kilos.

" Dioico: talo de la especie en la que los sexos estan separados en diferentes

individuos.

Efluente: descarga directa de aguas residuales que son descargadas al
ambiente, cuya concentracién de sustancias contaminantes es medida a través

de los Limites Maximos Permisibles (LMP).

Fitoquelatinas: péptidos sintetizados enzimaticamente que juegah un papel
importante en homeostasis yv destoxificacion de metales pesados. Derivan del
glutation y se polimerizan para formar péptidos secuestradores de metales

pesados en muchas especies de plantas y microorganismos.

Nucléolo: es una regiéon del nlcleo que se considera una estructura supra
macromolecular, que no posee membrana que lo limite. La funcion principal del

nucléolo es la transcripcién del ARN ribosomal.

Organelos: son estructuras suspendidas en el citoplasma de la célula
eucariota, que tienen forma y funciones especializadas bien definidas,

diferenciadas .y que presentan su propia envoltura de membrana lipidica.



96

Algunas de ellas son: las mitocondrias, las vacuolas, el reticulo endoplasmatico -

(liso y rugoso), aparato de golgi, ribosomas, etc.

Pirenoide: organelo asociado a los cloroplastos. Su funcién esta relacionado
" _con la sintesis de las sustancias de reserva, mostrando usualmente en algas

verdes varias placas de almidén asociadas.

Recalcitrancia: condicibn de un compuesto xenobidticos, especialmente

resistente a degradacién fisico- quimica o biolégica.

Solucién: sistema homogéneo que resulta de mezclar un-sélido con un liquido

0 gas con un liquido.
Soluto: sustancia que se encuentra disuelta en una solucién.

Solvente: liquido en que se disuelve el soluto.

Tanoides: son sustancias de origen vegetal, no nitrogenadas, de estructura

polifendlica, solubles en agua , alcohol ; acetona.

Toxicidad: capacidad para causar dafo a un organiSmo vivo asi como
respecto de cualquier efecto adverso de una sustancia quimica en un

organismo vivo

Vacuola: estructura celular constituida por una membrana y un contenido
interno. Las células vegetales suélen preséntar una' Unica vacuola de gran
tamafio a diferencia de las animales que presentan varias vacuolas cuya
funcion es almacenar sustancias 'de reserva y en ciertos casos, de

almacenamiento de sustancias toéxicas.



