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Resumen

El plomo es un metal pesado que debido a sus propiedades fisicoquimicas lo convierten en un
contaminante bioacumulable, persistente y toxico en suelo y cuerpos de agua. La biorremediacién es
unaalternativa sustentable y ecolégica paralaremocién de este contaminante. Microorganismos como
Spirulina platensis y Pseudomonas aeruginosa, son muy empleados por su capacidad de bioadsorber
plomo, por tanto, el objetivo de esta investigacion fue evaluar el potencial de biorremocién de
plomo en fotobiorreactor por ambos microorganismos en estado libre e inmovilizado con alginato
de calcio. Se emplearon tres concentraciones diferentes de 10, 20 y 30 mg/L de nitrato plomo, con
Spirulina platensis se emple6 el medio Hoagland y con Pseudomonas aeruginosa caldo CASO. La
prueba estadistica ANOVA mostré que no existe una diferencia significativa en la concentracién
de clorofila “a” entre los diferentes tratamientos con Spirulina platensis, sin embargo, si existe una
diferencia significativa el porcentaje de remocion entre ambos microorganismos, pero, la prueba
de Tukey, demostré que no existe una diferencia de las medias entre los tratamientos con Spirulina
platensis, Pseudomonas aeruginosay consorcio Spirulina con Pseudomonas, por tanto, la diferencia radica
en la capacidad de bioadsorcién en diferentes concentraciones de nitrato de plomo. Los autores
infieren que ambos microorganismos son excepcionales para la remocién de este contaminante, sin
embargo, es necesario realizar mas pruebas en diferentes condiciones.

Palabras clave: Spirulina platensis, Pseudomonas aeruginosa, nitrato de plomo, biorremediacién

Abstract

Lead is a heavy metal that, due to its physicochemical properties, defines it as a bioaccumulative,
persistent and toxic contaminant in soil and water bodies. Bioremediation is a sustainable and
ecological alternative for the removal of this contaminant. Microorganisms such as Spirulina
platensis and Pseudomonas aeruginosa are widely used for their ability to bioadsorb lead, therefore,
the objective of this research was to evaluate the bioremoval potential of lead in a photobioreactor
by both microorganisms in a free state and immobilized with calcium alginate. Three different
concentrations of 10, 20 and 30 mg/L of lead nitrate were used, Hoagland medium was used with
Spirulina platensis and CASO broth with Pseudomonas aeruginosa. The ANOVA statistical test showed
that there is no significant difference in the concentration of chlorophyll “a” between the different
treatments with Spirulina platensis, however, there is a significant difference in the percentage
of elimination between both microorganisms, but, the Tukey test, It stands out that there is no
difference in the media between the treatments with Spirulina platensis, Pseudomonas aeruginosa
and Spirulina consortium with Pseudomonas, therefore, the difference lies in the bioadsorption
capacity in different concentrations of lead nitrate. The authors infer that both microorganisms are
exceptional for the removal of this contaminant, however, it is necessary to perform more tests
under different conditions.
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Introduccion con multiples ventajas en comparacién

El plomo es un metal pesado cuyas
caracteristicas fisicoquimicas lo convierten
en un contaminante ambiental persistente,
bioacumulable y de alta toxicidad. La
biorremediacion surge como una alternativa
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con los tratamientos convencionales para
(Bedoya-
Vélez et al, 2019). La biorremediaciéon

remover estos contaminantes

es una tecnologia sustentable para la
recuperaciéon de dreas contaminadas con
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compuestos organicos e inorganicos,
se han estudiado diversas alternativas
ecologicas y

contribuyen a

rentables, no invasivas,

sustentables. Ademas,
evitar la erosion de los suelos, modificar
su composicion quimica, fisica y biolégica.
Estos procedimientos hacen uso de plantas,
algas y microrganismos asociados para
filtrar, remover, degradar, volatilizar y
estabilizar los contaminantes, siendo una
alternativa efectiva para la recuperacion de
estos sistemas contaminados (Mendarte-
Alquisira et al., 2021).

Dentro de los organismos empleados se
encuentran las microalgas como Spirulina
platensis ofrece alternativa
para remocion de los
por su facilidad de
biotransformacién, siendo muy empleada
paralaeliminaciéon de metales pesados como

plomo, cadmio, cobre, niquel y zinc. Esta

que una
contaminantes

bioadsorber y

microalga es un excelente bioadsorbente
debido a su répido crecimiento y por su
estructura funcional que contiene grupos
tales como carboxilos, hidroxilos, sulfatos y
otros grupos cargados que son responsables
de la unién con metales pesados (Merchan,
2018).

Otrosdelosmicroorganismosempleados
en los procesos de biorremediaciéon son
algunas cepas microbianas con tolerancia
y/o resistencia para sobrevivir a altos
niveles de toxicidad por metales como
plomo, sin afectar sus crecimiento o
metabolismo. Entre sus mecanismos
metabolicos estdn, la precipitacion extra e
intracelular, biotransformacién, adsorciéon
por polisacaridos, union a su pared celular
o sistemas de eflujo, algunos géneros
identificados con estas cualidades estan las
Gram positivos, Bacillus cereus, Erthrobacter
sp'y Corynebacterium sp. Los géneros Gram
negativos, Bulkholderia sp, Pseudomonas sp y

Ralstonia sp. Siendo el género Pseudomonas

los mds persistente en desarrollarse
ecosistemas de suelo y agua contaminados
con metales pesados (Bedoya-Vélez et al.,

2019).

Por tanto, debido a que diariamente
se depositan elevadas concentraciones
de metales pesados, como plomo, en el
ambiente, convirtiéndose en un riesgo
ecologico,

ambiental y sanitario para

la biodiversidad, es necesario buscar
diferentes alternativas para la remocion
de este contaminante de forma eficaz,
sustentable y ecoldgica; en este contexto, el
objetivo de esta investigacion fue evaluar
el potencial de biorremocién de plomo en
fotobiorreactor por Spirulina platensis y

Pseudomona aeruginosa.

Materiales y métodos
Seleccion de los medios de cultivo

Para la adsorcion de plomo por Spiruli-
na platensis, se realizaron ensayos con dos
medios de cultivo para determinar cual es
el que se adapta a mejores condiciones. El
medio Zarrouk contuvo 8 g de NaHCO,, 5
g de NaCl, 0.2 g de urea, 2.5 g de NaNO,,
0.5 g de KSO,, 0.16g de MgSO,, 0.05 g de
FeSO, 7 0.052 g de K,HPO, en un 1 litro de
medio, con parametros de temperatura de
25 a 30 °C con una intensidad luminica de
entre 1500 a 3000 lux con ciclos de luz-oscu-
ridad de 14 h luz/10 h oscuridad y un pH 5
(Merchan, 2018). El medio Hoagland contu-
vo 0.115 g de (NH,),NO,, 0.003 g de H,BO,,
0.656 g Ca(NQO,),, 0.08 mg de CuSO,, 0.005
g de Fe,(CH,O,),, 0.24 g de MgCl,, 0.3 g de
KNO, y 0.22 mg de ZnSO, en un litro de
medio, con pardmetros de temperatura de
24 #2 °C con una intensidad de 37.5 pmol
'm?sec” y un fotoperiodo de 16 h luz/8 h
oscuridad por 10 dias (Ilavarasi et al., 2010).
La cepa de Pseudomonas aeruginosa se cul-
tivé en caldo CASO por 18 horas a 37°C,
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se ajustd la turbidez hasta una OD de en-
tre 0.10 y 0.08, para posteriormente realizar
la lectura por espectrofotometria a 620 nm
(Justo et al., 2014).

Inmovilizacion celular y adicion de
plomo a las muestras de estudio

La inmovilizacién de las células de Pseu-
domonas aeruginosa, Spirulina platensis y con-
sorcio de ambos se realiz6 por atrapamien-
to en matrices poliméricas de alginato de
calcio, que se obtuvo por gelificacion ion-
otrépica de la suspension de células en al-
ginato goteada en una solucién 100 mM de
cloruro de calcio (Arrieta ef al., 2018).

La adicién de plomo se realiz6 en forma
de nitrato de plomo (Pb(NO,),, durante la
fase exponencial de Pseudomonas aeruginosa,
Spirulina platensis y consorcio de ambos, en
su estado libre e inmovilizado con alginato.
Al cabo de 96 horas se tomaron muestras
para calcular la concentracion final del met-
al por espectrofotometria (Lee et al., 2015).

Determinacion de la concentracion de
llall

clorofila

La clorofila “a” fue extraida con ace-
tona mediante filtracion, posteriormente
se realiz6 una centrifugacion durante 10
minutos a 20 mil rpm. El procesamiento
se extraccion se repitio hasta que el sobre-
nadante quedo6 incoloro. El extracto se frac-
ciono en una mezcla de éter de petréleo/
éter dietilico [1/1 (v/v)], la acetona se elim-
iné por lavado con agua destilada. EI ex-
tracto se concentr6 en rotoevaporador a una
temperatura de -30°C, luego fue lavado con
abundante nitrégeno y se mantuvo a -37°C
en oscuridad. La determinacién de total de
clorofila “a” en extracto se determiné medi-
ante espectrofotometria a 630 nm, 645 nm y
664 nm (Streit et al., 2015).
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Remocién de plomo y factor de trans-
ferencia

Para determinar el factor de transfer-
encia y porcentaje de remocioén, se realizo
un procedimiento similar al descrito por
Lee et al. (2015). El factor de transferencia
fue determinado mediante la divisién entre
el total de metal en la planta y la concen-
tracién de metal en la solucién. Para el por-
centaje de remocion se emple¢ la siguiente
ecuacion:

(CixCp)

%Remocion = x 100

i

Donde, C, es la concentracion inicial del
metal en la solucién y C, es la concentracion
final del metal en la solucion.

Analisis estadistico

Para estimar la variabilidad asociada a
la investigacion, se realiz6 un estudio com-
parativo mediante el analisis de varianza
unidireccional de los resultados de la con-
centracion de clorofila “a”, indice de trans-
ferencia y porcentaje de adsorcion, tenien-
do en cuenta un nivel de significancia de p
<0.05, adicionalmente, para verificar los re-
sultados estadisticos se realizé una prueba
de Tukey, mediante Minitab 19 Statistical
Software (Lee et al., 2015).

Resultados y discusion
Medios de cultivos

Se determind la curva de crecimiento
para Spirulina platensis, cuya fase de adapta-
cién fue en 24 horas aproximadamente, con
una densidad 4.10 x 10° cel/mL en medio
de cultivo Zarrouk y 4.18 x 10°en medio de
cultivo Hoagland, siendo el medio Hoag-
land el mas adecuado. Respecto a Pseudo-
monas aeruginosa se emple6é caldo CASO
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y se estableci6 la curva de crecimiento en
relacion de las unidades formadoras de co-
lonias y horas, mediante lectura de espec-
trofotometria a 620 nm.

La mayoria de las investigaciones rel-
acionadas a la bioadsorciéon de metales pe-
sados, se realizaron a escala de laboratorio
para establecer las condiciones idéneas
de crecimiento y evaluar el potencial de
bioadsorcion. Para Spirulina platensis es
recomendable usar el medio Zarrouk, dado
a que las células de las microalgas tienen
generalmente una carga neta negativa en
la superficie que favorece la unioén de iones
metalicos a los ligando de la superficie,
con un tiempo de contacto minimo de 24
horas para luego dar paso a la mediciéon de
metales removidos por la accién de Spiru-
lina platensis (Merchan, 2018). De acuerdo
con Bedoya-Vélez et al. (2019), quienes eval-
uaron la toleracién de plomo de Pseudomo-
nas spp., recomiendan el uso de agar cetrim-
ide para su aislamiento debido que facilita
su seleccién, sin embargo, Justo et al. (2014),
recomiendan el uso de caldo CASO debido
que facilita la produccién de piocina e iden-
tificacion de Pseudomonas aeruginosa.

/N4
a

Concentracion de clorofila

En el dia 11 de la fase exponencial, se
determind la concentracion de clorofila “a”
en ug/mL producida por Spirulina platen-
sis, los datos obtenidos en estado libre son
ligeramente mayores en las diferentes con-
centraciones de plomo respecto a los trata-
mientos inmovilizados con alginato (Tabla
1).

De acuerdo con Blaz-Aponte y Espejo
(2015), los pigmentos fotosintéticos tienen
una importancia desde el punto de vista
ecofisiol6gico ya que informan sobre la pro-
ductividad y eventos de estrés al que estan
sometidas las plantas y/o algas, el plomo

reduce la produccién de clorofila “a”, difi-
cultando la absorcién de los elementos es-
enciales como Mgy Fe, debido a la afinidad
del plomo por los ligandos de proteinas, la
degradacion de la clorofila se debe al incre-
mento de la actividad de la clorofilasa, oca-
sionando que la clorofila “b” se reconvierta
en clorofila “a”, adicionalmente, estos pig-
mentos son esenciales para el desarrollo y
crecimiento reduciendo el diéxido de car-
bono a carbohidratos que son fundamental-
es para el desarrollo de la planta y/o alga.

Remocioén de plomo y factor de trans-
ferencia

En el tratamiento con 30 mg/L de plo-
mo, el mayor porcentaje de remocién fue
para el consorcio en estado libre con 86.5%;
para el tratamiento con 20 mg/L de plomo,
el mayor porcentaje de remocion fue para
el consorcio en estado libre con 73.1%; para
el tratamiento con 10 mg/L de plomo, el
mayor porcentaje de remocion fue para el
consorcio con 63.3% (Tabla 1).

Con el factor de transferencia se evalué
el potencial de Spirulina platensis y Pseudo-
monas aeruginosa, para captar el plomo en
forma de nitrato. Para Spirulina platensis el
mayor factor de transferencia fue 4.98 en
estado libre. Para Pseudomonas aeruginosa el
mayor factor de transferencia fue 2.47 en es-
tado inmovilizado (Tabla 1).

Los resultados obtenidos con Spirulina
platensis son similares a los obtenidos por
otros autores como Malakootian et al. (2016),
que evaluaron la eficiencia de microalgas
para adsorcién de plomo en aguas resid-
uales, en la cual determinaron que Spirulina
platensis presenté una eficiencia del 92.13%
para la absorcion de 2 g/L de plomo.

Asimismo, deacuerdo con Bedoya-Vélez
et al. (2019), que evaluaron la tolerancia al
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plomo de Pseudomonas spp. aislada de aguas
residuales, demostré que tienen la capaci-
dad de tolerancia al plomo en concentra-
ciones de 500 a 2000 mg/L, ademas, que
determinaron que no existe una diferencia
significativa entre las diferentes concentra-
ciones de plomo.

Analisis estadistico

La prueba estadistica ANOVA mostré
que no existe una diferencia significativa en

“_

la concentracién de clorofila “a”, asimismo,
no se encontré una diferencia estadistica
significativa en el factor de transferencia.
Sin embargo, si existe una diferencia sig-
nificativa el porcentaje de remocién (Tabla
2). Por tanto, se realiz6 la prueba de Tukey,
que demostré que no existe una diferencia
de las medias entre los tratamientos con
Spirulina platensis, Pseudomonas aeruginosa y
consorcio Spirulina con Pseudomonas (Figura

1, Figura 2).

La adsorcién de metales pesados por
parte de Spirulina platensis se debe las sigui-
entes variables, por la presencia de grupos
carboxilos OH-COOH, el efecto del tiempo
de contacto en adsorciéon, dosificacion de
adsorbente, la concentracién inicial de iones
metalicos necesarios (Merchan, 2018).

Entre los mecanismos reportados en la
literatura de tolerancia de plomo, se destaca
la biocumulacién intercelular, bioadsorciéon
y bioprecipitaciéon, algunos estudios han
reportado que la enzima ureasa influencia
en la precipitacién de metales pesados. La
bioadsorcion hace referencia a la captacion
pasiva de iones metdlicos a través de dif-
erentes mecanismos fisicoquimicos o me-
tabolicos, llevados a cabo por células vivas
o muertas y/o sus componentes, asimismo,
ante la presencia del metal se puede gen-
erar la induccién de proteinas de unién a
metales, conocidas como metalotioneinas,
las cuales permiten que se dé la bioacumu-
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lacién de metales toxicos dentro de la bac-
teria (Bedoya-Vélez et al., 2019; Gabr et al.,
2008).

Conclusiones

Se concluy6 que Spirulina platensis, Pseu-
domonas aeruginosa 'y consorcio Spirulina con
Pseudomonas presentan la capacidad de bio-
adsorcion en diferentes concentraciones de
10, 20 y 30 mg/L de plomo. Respecto con
Spirulina platensis, se demostré que no existe
una diferencia en la bioadsorcién de plomo
determinado mediante la concentraciéon de
clorofila “a”, tampoco existe una diferen-
cia estadistica significativa en el indice de
transferencia de plomo en ambos microor-
ganismos. Sin embargo, si existe una difer-
encia significativa entre los porcentajes de
adsorcion, siendo el de mayor valor el de
consorcio con una concentracion de plomo
al 30 mg/L.
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Tabla 1. Resultado del anélisis sensorial del aceite de oliva extra virgen variedad Farga en
el periodo de marzo a octubre de 2021.

Remocion de plomo
CIde Factor de
Microrganis- Clorofila C.Fde
Estado plomo % Remo- | Transferen-
mo “a” (mg/L) plomo .
(mg/L) cion cia
(mg/L)

10 13.72 4.79 52.1 1.09
Spirulina 20 26.87 6.26 68.7 2.19
30 15.53 5.02 83.3 4.98
10 * 542 45.8 0.85
Libre Pseudomonas 20 * 7.83 60.9 1.55
30 * 9.21 69.3 2.26

10 * 3.67 63.3 *

Consorcio 20 * 5.37 73.1 *

30 * 4.05 86.5 *
10 11.31 7.61 239 0.31
Spirulina 20 14.85 12.87 35.7 0.55
30 16.03 10.19 66.0 1.94
i 10 * 5.07 49.3 0.97

Inmé-
Pseudomonas 20 * 9.56 52.2 1.09
il

v 30 * 8.64 713 247

10 * 3.95 60.5 *

Consorcio 20 * 6.64 66.8 *

30 * 6.51 78.3 *
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Tabla 2. Resultado del anélisis sensorial del aceite de oliva extra virgen variedad Farga en

el periodo de marzo a octubre de 2021.

diferentes.

5 um intervalo no contiene cerc, las medios correspondientes son significativamente

Anilisis Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Factor 1 2.520 2.520 0.36 0.568
Clorofila Error 6 41.497 6.916
Total 7 44.017
Factor 1 0.2914 0.2914 0.17 0.687
Transfe-
Error 10 16.9460 1.6946
rencia
Total 11 17.2374
Factor 2 28.69 14.345 2.75 0.096
Remocién Error 15 78.21 5.214
Total 17 106.90
Prueba de Tukey
Diferencia de las medias para Spiruling; Pseudomonas y Consorcio
|
|
Pseudomonas - Spirulina 1 I : & I
1
1
1
1
1
1
|
Consorcio - Spirulina I & X I
1
1
1
1
1
1
|
Consorcio - Pseudomonas I & EI
1
1
B 5.0 0.0 25 50

Fig. 1. Prueba de Tukey de diferencia de medias para Spirulina, Pseudomonas y Consorcio

en estado libre.
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Prueba de Tukey
Diferencia de las medias para Spirulina: Pseudomonas y Consorcio
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5i un imtervale no contiene cero, los medias corresponaientes son significativamente
aiferentes.

Fig. 2. Prueba de Tukey de diferencia de medias para Spirulina, Pseudomonas y Consorcio
en estado inmovil.
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